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 I 
Abstract 
 
The investigation of the physical properties of deoxyribonucleic acid under confinement is an essen-
tial step for the all-embracing understanding of the replication and transcription in living cells as well 
as for the development of the biomimetic nanotechnology. The following report addresses the meas-
urement and interpretation of the intramolecular diffusion along stretched λ-DNA-molecules. This 
work comprises the fabrication of submicroscopic channels via softlithography, the integration of the 
channels in an experimental setup with a fluorescence microscope and a source-measurement unit, 
and the experiments with the DNA-stretching in electrical field. The important results are the devel-
opment of a measuring assembly with stable, softlithographic structures in Ormostamp, the direct 
imaging and measurement of the intermolecular diffusion along stretched DNA-molecules in chan-
nels with cross sections down to 100 ´ 300 nm2, and the qualitative and quantitative analysis on the 
basis of models of polymer physics.  
 
Kurzbeschreibung 
 
Die Erforschung der physikalischen Eigenschaften von Desoxyribonukleinsäure unter räumlicher 
Einschränkung ist einer der Grundsteine für das umfassende Verständnis über die Replikations- und 
Transkriptionsprozesse in biologischen Zellen sowie für die Entwicklung der biomimetischen Nano-
technologie. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Messung und Interpretation der intramole-
kularen Diffusion von λ-DNA während der Streckung in submikrofluidischen Kanälen. Die beinhal-
teten Arbeitsschritte sind die softlithografische Herstellung von submikrofluidischen Kanälen und 
deren Integration in eine Experimentieranordnung bestehend aus einem Fluoreszenzmikroskop und 
einer elektronischen Quellen- und Messeinheit sowie Experimente zur Streckung von DNA im 
elektrischen Feld. Die wesentlichen Ergebnisse sind die Entwicklung einer pumpenlosen Messanord-
nung mit stabilen, softlithographischen Strukturen in Ormostamp, direkte Aufnahmen der Diffusi-
onsvorgänge innerhalb gestreckter DNA-Moleküle in Kanälen mit einem Querschnitt bis 100 ´ 
300 nm2 und die qualitative und quantitative Auswertung anhand polymerphysikalischer Modelle. 
  
 
 II 
Inhaltsverzeichnis 
Abstract ............................................................................................................................................... I 
Kurzbeschreibung .............................................................................................................................. I 
Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................................. IV 
1. Einleitung ........................................................................................................................................ 1 
2. Grundlagen ..................................................................................................................................... 4 
2.1 DNA-Struktur und Eigenschaften .............................................................................................. 4 
2.1.1 Molekülstruktur ................................................................................................................... 4 
2.1.2 Physikalische Beschreibung von DNA ................................................................................ 5 
2.2 Dynamische DNA-Streckung .................................................................................................... 7 
2.2.1 Verhalten substratgebundener DNA ................................................................................... 7 
2.2.2 DNA-Verhalten unter geometrischer Einschränkung ......................................................... 8 
2.3 Eigenschaften und Aufbau von Mikro- und Nanofluidikzellen ............................................... 11 
2.3.1 Transport von Analyten durch Kanäle .............................................................................. 11 
2.3.2 Allgemeine Herstellungsmethoden .................................................................................... 12 
2.3.3 Softlithographie ................................................................................................................. 13 
2.3.4 Fokussierter Ionenstrahl ................................................................................................... 14 
2.3.5 Abdeckung von Kanälen .................................................................................................... 14 
2.4 Charakterisierung von DNA .................................................................................................... 15 
2.4.1 Fluoreszenzmikroskopie .................................................................................................... 15 
2.4.2 Elektronenmikroskopie ...................................................................................................... 17 
2.5 Sonderfälle für Anwendungen von DNA in Kanälen .............................................................. 18 
2.5.1 Metallisierung von DNA ................................................................................................... 18 
2.5.2 Kontrollierte Thermophorese mithilfe von DNA ............................................................... 20 
3. Material und Methoden ............................................................................................................... 22 
3.1 Arbeitsetappen ......................................................................................................................... 22 
3.2 Lambda-DNA ........................................................................................................................... 22 
3.3 Herstellung submikrofluidischer Kanäle mittels Softlithographie ........................................... 23 
3.4 Verwendete Pufferlösungen für Streckungsexperimente ......................................................... 27 
3.5 Befüllen von Kanälen und das gezielte Bewegen von DNA im elektrischen Feld .................. 29 
3.6 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von DNA im elektrischen Feld ....................... 30 
3.7 Herstellung von Submikrokanälen mit einem fokussierten Ionenstrahl .................................. 30 
3.8 Teilplatinierung von DNA ....................................................................................................... 31 
3.9 Herstellung thermophoretischer Schwimmer ........................................................................... 32 
 
 III 
4. Ergebnisse und Diskussion .......................................................................................................... 33 
4.1 Herstellung von Submikrokanälen ........................................................................................... 33 
4.1.1 Softlithographische Herstellung von Hart-PDMS-Kanälen ............................................. 33 
4.1.2 Softlithographische Herstellung von Ormostampkanälen ................................................ 35 
4.1.3 Mit FIB geschnittene Submikrokanäle in Hart-PDMS als hierarchische Erweiterung 
vorhandener Mikrokanäle .......................................................................................................... 37 
4.2 Entwicklung der Versuchsanordnung ...................................................................................... 39 
4.2.1 Allgemeiner Aufbau ........................................................................................................... 39 
4.2.2 Elektrische Kontaktierung ................................................................................................. 41 
4.2.3 Positionsbestimmung ........................................................................................................ 43 
4.2.4 Einführung eines zusätzlichen Mikrokanals für einen verstärkten DNA-Durchsatz ........ 46 
4.2.5 Unspezifische Bindung von DNA am Substrat und Wiederverwendbarkeit von 
Mikrofluidikstrukturen ............................................................................................................... 46 
4.3 DNA-Transportexperimente in submikrofluidischen Kanälen ................................................ 49 
4.3.1 Bewegen und Stoppen von λ-DNA in Kanälen .................................................................. 49 
4.3.2 DNA-Streckung ................................................................................................................. 52 
4.4 Dichtefluktuationen entlang gestreckter DNA ......................................................................... 57 
4.4.1 Zusammenhang zwischen Moleküllänge und Helligkeitsdichte ........................................ 57 
4.4.2 Lokale Intensitätspeaks in gestreckten DNA-Molekülen .................................................. 59 
4.5 Sonderfälle der Anwendung von DNA in Submikrokanälen ................................................... 69 
4.5.1 Untersuchung teilplatinierter DNA in submikrofluidischen Kanälen ............................... 69 
4.5.2 Untersuchung von DNA-Metallnanopartikel-Konstrukten für eine kontrollierte 
Thermophorese ........................................................................................................................... 71 
5. Zusammenfassung und Ausblick ................................................................................................ 74 
6. Anhang .......................................................................................................................................... 76 
7. Quellenverzeichnis ....................................................................................................................... 77 
8. Eigene Publikationsliste ............................................................................................................... 82 
8.1 Publikationen zum Dissertationsthema .................................................................................... 82 
8.2 Weitere Veröffentlichungen in der Dissertationszeit ............................................................... 83 
Versicherung über eigenständiges Arbeiten .................................................................................. 85 
 
 
  
 
 IV 
Abkürzungsverzeichnis 
 
AES Augerelektronenspektroskopie 
AFM Atomic force microscopy, Atomkraftmikroskopie 
bp Basenpaar 
DNA Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  
EDX Energy dispersive X-ray spectroscopy, energiedispersive Röntgenspektroskopie 
EELS Electron energy loss spectroscopy, Elektronenenergieverlustspektroskopie 
E-Feld Elektrisches Feld 
FIB Focused ion beam, fokussierter Ionenstrahl 
HB Helixbündel 
MSD Mean squared displacement, mittleren quadratischen Verschiebung 
NEB New England Biolabs 
NP Nanopartikel 
PDMS Polydimethylsiloxan 
PVP Polyvinylpyrrolidon 
REM Rasterelektronenmikroskop 
RMS Root mean square, quadratischer Mittelwert  
RT Raumtemperatur 
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TEM Transmissionselektronenmikroskop 
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  
UV Ultraviolettstrahlung 
WLC model Worm-like chain model, Modell der wurmartigen Kette 
 
 
 1 
1. Einleitung 
 
„It is important to view knowledge as sort of a semantic tree – make sure you understand the funda-
mental principles, i.e. the trunk and big branches, before you get into the leaves/details or there is 
nothing for them to hang onto.” Elon Musk, 2015 [1] 
 
Viele grundlegende Prozesse, die in lebenden Zellen ablaufen, sind noch nicht vollständig geklärt. 
Eine besondere Fragestellung ist das Ablesen von Erbinformation. DNA liegt in Zellkernen in Chro-
mosomen dicht gepackt durch Verdrillung und Winden um Histonproteine vor. Das Genom in einer 
menschlicheren Zelle ist etwa 1,1 m lang und muss in einem Zellkern mit dem Durchmesser von rund 
6 µm Platz finden. Auch in Viren liegt Nukleinsäure in starker räumlicher Einschränkung in einer 
Proteinhülle vor. In dieser dicht gepackten Form kann die Erbinformation jedoch nicht abgelesen und 
bei Beschädigungen nicht wiederhergestellt werden. Während der Replikation, Transkription und Re-
paraturvorgänge wird DNA durch eine komplexe Maschinerie aus Enzymen und Cofaktoren stück-
weise entwunden und abschließend wieder verpackt. Der aktive Transport von mRNA aus dem Zell-
kern zu den Ribosomen erfolgt durch Poren von nur 9 nm Durchmesser. Auch dieser Prozess ist 
Gegenstand aktueller Forschung. [2] Zur Klärung komplexer molekularbiologischer Abläufe werden 
die mechanischen Eigenschaften und die Wechselwirkungen von DNA mit Proteinen oder Salzen 
unter kontrollierten Bedingungen in vivo als auch isoliert in vitro untersucht. Die isolierten Experi-
mente erfolgen in vereinfachten Systemen außerhalb einer biologischen Zelle mithilfe gezielter Än-
derungen der DNA-Konformation. DNA liegt in einer wässrigen Lösung entropisch bedingt geknäu-
elt vor [3]. Erst eine Streckung des ungeordneten Knäuels erlaubt den Zugang zu verschiedenen Be-
reichen des Biopolymers, um Gene und spezifische Wechselwirkungsorte mit Proteinen zu identifi-
zieren.  
Es gibt vielfältige Methoden, um Polymerknäule zu strecken. Zudem kann die gestreckte DNA sta-
tisch oder dynamisch untersucht werden. Für statische Untersuchungen werden DNA-Moleküle auf 
einer hydrophoben [4] oder positiv geladenen Oberfläche [5] immobilisiert. Das Entknäulen des Po-
lymers kann durch die zurückgehende Flüssigkeitsfront beim Ziehen oder bei der Austrocknung eines 
Probentropfens erfolgen. Die dabei entstehenden Kräfte sind nicht einstellbar und können zur Über-
streckung von den zu untersuchenden Makromolekülen führen. Es entsteht der Nachteil, dass durch 
die Immobilisierung die nativen Eigenschaften von DNA wie Form und Reaktivität verändert werden. 
Die dynamische DNA-Streckung kann einerseits durch das Anheften eines DNA-Endes am Substrat 
und das Ziehen des anderen Endes in einer Strömung [6], im elektrischen Feld, mit einer AFM-Spitze 
[7] sowie einer magnetischen [8] oder optischen Pinzette [9] technisch realisiert werden. Eine andere 
Vorgehensweise unter weitestgehendem Erhalt der nativen Eigenschaften ist der aktive Transport von 
DNA durch Nanoporen [10] oder Nanokanäle [11] mittels hydrodynamischer Strömung oder Elekt-
rophorese. Nanoporen und Kanäle stellen geometrischen Einschränkungen dar. Wenn die Größe sol-
cher Einschränkung unter die Größe des ungestörten Polymerknäuels abfällt, treten neue Polymerei-
genschaften auf, die sich von den makroskopischen Eigenschaften unterscheiden und Funktionen des 
Kanal- oder Porenquerschnittes sind. Aus diesen Experimenten ergibt sich die Frage, wie man durch 
eine Einschränkung gestreckte Polymerketten mittels theoretischer Modelle mit mathematischer Ge-
nauigkeit beschreiben kann. Nach dem Modell der wurmartigen Kette wird DNA im Allgemeinen als 
ein kontinuierlich flexibler Stab mit einer bestimmten Steifigkeit beschrieben [12]. Die ersten Mo-
delle für Polymerketten in Kanälen wurden von Françoise Brochard-Wyart, Pierre-Gilles de Gen-
nes [13] und Theo Odijk [14] um 1980 erstellt. In dieser Zeit gab es noch keine Möglichkeiten für 
die dafür nötigen Experimente.  
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Die Methoden der dynamischen DNA-Streckung gestatten zeitaufgelöste Erkenntnisse durch die Be-
obachtung der intramolekularen Diffusion, wie das Zusammenziehen oder das Dehnen von Polymer-
abschnitten und die Knotenbildung [8]. Zugleich sind sie jedoch technisch komplizierter und weniger 
robust als die statischen, weil die sich bewegende DNA während der Messung durch Scherkräfte 
fragmentiert werden kann. So wird DNA bei Visualisierung durch die Fluoreszenzmikroskopie einer 
intensiven Lichtbestrahlung ausgesetzt. Mit Fluoreszenzaktivierung ist die Schwingungsrelaxation 
von Fluorophoren verbunden, die zur Beschädigung von DNA führen kann.  
Das Beherrschen gezielter Manipulation einzelner DNA-Moleküle trägt zu einer Erweiterung des 
Verständnisses über biologische Systeme bei und treibt die Entwicklung von Anwendungen wie Kar-
tierung von Genen entlang eines Genoms [15], DNA-Sortierung nach Länge [16] sowie Aufbau von 
funktionalen selbstorganisierenden DNA-Protein-Komplexen [17] und DNA-Nanopartikel-Konjuga-
ten [18] für die Bottom-Up-Nanotechnologie voran. DNA ist aufgrund ihres großen Aspektverhält-
nisses und der Fähigkeit zur Selbstorganisation von komplementären Basenpaarsequenzen ein ein-
zigartiges nanostrukturiertes Konstruktionsmaterial. Die DNA-Nanotechnologie existiert als eine 
Grundlagenforschung seit Anfang der 1980er, als Nadrian Seeman künstliche DNA-Verzweigungen 
konstruierte und auf dieser Basis periodische DNA-Netzwerke vorschlug [19]. Ein ansteigendes In-
teresse erfuhr die DNA-Nanotechnologie ab dem Jahr 2006, als Paul Rothemund die Methode der 
DNA-Origami vorstellte [20]. DNA-Origami erlaubt die Konstruktion beliebiger nanostrukturierter 
zweidimensionaler und dreidimensionaler DNA-Formen.  Dafür wird ein langes einzelsträngiges 
DNA-Molekül als Templat genutzt und durch entsprechend konzipierte synthetische Oligonukleotide 
in die gewünschte Form gefaltet. Die Größe einzelner Origami ist durch die Größe natürlich vorkom-
mender DNA-Template begrenzt. Diese Limitierung kann durch Aufbau von Superstrukturen durch 
die Verknüpfung von DNA-Origami umgangen werden [21].  Die Bottom-Up-Nanotechnologie, also 
der Aufbau größerer, komplexerer Strukturen aus kleinen Bausteinen, könnte eine konkurrenzfähige 
Alternative zu konventionellen lithographischen Top-Down-Methoden, der Strukturierung durch 
Verkleinerung, z. B. bei der Herstellung von Sensoren und integrierten Schaltkreisen werden. Die 
Ansätze dafür sind die DNA-Metallisierung für die Herstellung von Nanodrähten oder DNA-Metall-
partikel-Konjugate für die Nutzung als optische Wellenleiter. Ein weiteres vielversprechendes und 
anwendungsorientiertes Forschungsfeld ist das DNA-Computing [22], welches auf der Codierung 
durch Basenpaarsequenzen beruht. Damit ist die Möglichkeit der Informationsspeicherung in Ba-
sensequenzen eng verbunden. Durch vier unterschiedliche Nukleobasen ergeben sich 4N mögliche 
Kombinationen einer Nukleotidsequenz der Länge N. Die Geschwindigkeit der dafür nötigen ständi-
gen Neuverknüpfung von Basenpaaren ist deutlich langsamer als die elektrische Signalübertragung 
in Halbleitertransistoren. Stattdessen ist DNA in großer Menge durch die Kultivierung von für Men-
schen unbedenklichen Viren und Bakterien sowie gezielte Synthese von Oligonukleotiden verfügbar, 
was große Rechenleistung durch parallele Aufgabenbearbeitung durch eine große Zahl von DNA-
Computern realistisch erscheinen lässt. Ein großes kommerzielles Feld der DNA-Nanotechnologie 
ist der Einsatz von Aptameren im Bereich der Analyse, Diagnostik oder für Therapiezwecke [23]. Zu 
kommerziellen Produkten für die gezielte DNA-Manipulation gehören die DNA-Aktuatoren für Bi-
omolekülcharakterisierung von Dynamic Biosensors bei München, Nanokanäle für Genomkartierung 
von Bionano Genomics in den USA und Nanoporen für portable DNA-Analyse von Oxford Nanopore 
Technologies in Großbritannien. Diese Nanoporen wurden unter anderem für die Identifizierung von 
Bakterien im Gletschereis auf Spitzbergen [24] und in Modulen der Internationalen Raumstation ein-
gesetzt.  
Die Ziele der vorliegenden Arbeit sind die Beobachtung und Interpretation des dynamischen Verhal-
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tens genomlanger DNA-Moleküle unter geometrischer Einschränkung in Kanälen. Diese physiko-
chemischen Experimente erfolgen im Rahmen der Grundlagenforschung zur Klärung intramolekula-
rer Diffusion sowie zur Erprobung von Anwendungsansätzen für diese Methode. Interessant und ein-
zigartig wäre die Streckung teilmetallisierter DNA unter einer zweidimensionalen Einschränkung. 
Dadurch ließen sich die mechanischen Eigenschaften modifizierter DNA besser verstehen und deren 
Eignung für die Nanoelektronik besser beurteilen. 
Wichtige Aspekte des Vorhabens sind die Optimierung der Herstellung von Submikrokanälen in Be-
zug auf Einfachheit und Stabilität sowie deren Integration in eine Messanordnung bestehend aus ei-
nem Fluoreszenzmikroskop für die DNA-Visualisierung und einer Spannungsquelle. Die Spannungs-
quelle erzeugt das elektrische Feld für das kontrollierte Einschleusen und Bewegen von DNA in einer 
geometrischen Einschränkung. Softlithographie wurde als die Methode für die Kanalherstellung ge-
wählt, weil sie eine kostengünstige und zeitsparende Produktion vieler gleichartiger Strukturen er-
laubt. Eine Herausforderung ist jedoch die relative Weichheit gängiger Materialien für diese Me-
thode, die die Herstellung formstabiler Kanäle mit einem nanoskaligen Querschnitt erschwert und die 
Suche nach neuen Materialien antreibt.  
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2. Grundlagen 
 
2.1 DNA-Struktur und Eigenschaften 
 
2.1.1 Molekülstruktur 
 
Desoxyribonukleinsäure (DNA) ist ein Biopolymer, welches in allen Lebewesen und in den meisten 
Viren als Träger der Erbinformation dient. Die Monomere dieses Polymers sind Nukleotide, aufge-
baut aus einem Phosphatrest, dem Einfachzucker 2-Desoxyribose und einer der vier stickstoffhaltigen 
aromatischen Nukleobasen: Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Die Phosphatreste der einzelnen 
Nukleotide bilden mit Desoxyribosemolekülen eine Kette durch Phosphorsäureesterbindungen. Die 
Phosphatreste sind in einer wässrigen Lösung mit einem physiologischen pH-Wert deprotoniert, 
wodurch DNA negativ geladen ist. Der isoelektrische Punkt, bei dem DNA die gleiche Anzahl von 
positiver wie negativer Ladungen aufweist, liegt etwa bei pH 4,4 [25]. Nukleobasen bilden jeweils 
eine kovalente Bindung mit Desoxyribose und Wasserstoffbrückenbindungen mit passenden Nukle-
obasen. Adenin ist mit zwei Wasserstoffbrücken komplementär zu Thymin sowie Guanin mit drei 
Wasserstoffbrücken zu Cytosin. Im Schnitt hat ein Basenpaar (bp) das Molekulargewicht von 
ca. 660 g/mol. Die komplementären Basenpaarungen sind nach James Watson und Francis Crick, den 
Aufklärern der DNA-Struktur, benannt. Zwei gegensätzlich orientierte Zucker-Phosphat-Ketten bil-
den eine rechtsgewundene Doppelhelix (Abb. 1) mit 10,5 Basenpaaren pro Windung. Zusätzlich herr-
schen zwischen Basenpaaren π-π-Wechselwirkungen. Die Basenebenen liegen in wässriger Lösung 
parallel zueinander vor, mit einem Abstand von 0,34 nm. Die Enden der Einzelstränge werden zur 
Orientierung als 3’- oder 5’-Enden entsprechend der Nummerierung der Kohlenstoffatome im Des-
oxyribosering bezeichnet. Die Abfolge der Nukleobasen, in der die Erbinformation codiert ist, wird 
vom 5’- zum 3’-Ende gelesen. [26]                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1:  Struktur der Desoxyribonukleinsäure; Helix gezeichnet mit Powerpoint vom Microsoft, Strukturformel 
mit Marvinsketch von Chemaxon. 
 
Der Durchmesser der Doppelhelix beträgt 2 nm. Die hier angegebenen Strukturwerte beziehen sich 
auf B-DNA, die unter physiologischen Bedingungen vorliegende und in den folgenden Experimenten 
untersuchte Konformation. Die Länge einzelner natürlich vorkommender DNA-Moleküle umfasst 
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sechs Größenordnungen von 288 nm im 846 bp-Plasmid des Bakteriums Thermotoga petrophila [27] 
bis 33,8 cm im 995 Mbp-Chromosom einer Weizenzelle [28]. Damit ist DNA das größte lineare Po-
lymer, sowohl in der Natur als auch unter den synthetisch hergestellten Makromolekülen [29]. 
λ-DNA wird als ein Modellmolekül für gentechnische und mechanische Untersuchungen verwendet. 
Sie ist das Genom des λ-Bakteriophagen, eines Virus, welches das Darmbakterium Escherichia coli 
zum Wirt hat, und enthält 48502 bp sowie zwei einzelsträngige selbstkomplementäre 12-Basenüber-
hänge an den 5’-Enden [30]. Die Länge eines Moleküls beträgt 16,5 µm. Aufgrund der selbstkom-
plementären Basenüberhänge bildet λ-DNA in Lösung je nach Konzentration Ringe oder Aggregate 
aus mehreren individuellen DNA-Molekülen. 
Nukleobasen absorbieren UV-Licht, welches die Elektronen der aromatischen Ringe anregt. Dadurch 
kann die DNA-Konzentration mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt werden, solange keine Prote-
ine in der Probe vorliegen, da aromatische Aminosäuren von Proteinen ebenfalls das UV-Licht ab-
sorbieren. Im Fall von doppelsträngiger DNA entspricht ein Wert der Extinktion 1 bei 260 nm einer 
Konzentration von 50 ng/µl [31]. 
 
2.1.2 Physikalische Beschreibung von DNA 
 
Ein DNA-Molekül kann mithilfe des wurmartigen Kettenmodells (WLC-Modell) beschrieben wer-
den. Das Modell behandelt eine homogene kontinuierlich flexible Polymerkette, deren Steifigkeit 
durch die Persistenzlänge lp charakterisiert wird. Dabei handelt es sich um einen Kettenabschnitt, 
entlang dessen ein lineares Polymer ohne äußere Krafteinwirkung, allein durch die Brownsche Be-
wegung, seine Richtung tendenziell noch behält. Mathematisch ausgedrückt ist es eine Strecke, ent-
lang der der Richtungskosinus vom Wert 1 auf e-1 abfällt [32].  Die entsprechenden Winkel aus diesen 
Kosinuswerten sind 0° und 68,4°. Die Persistenzlänge beträgt bei doppelsträngiger DNA je nach Io-
nenstärke und bei Abwesenheit von mehrwertigen Kationen ca. 50 bis 100 nm [33]. Das entspricht 
einem DNA-Abschnitt von ca. 150 bis 300 bp. Die Ionenstärke I wird aus der Konzentration c und 
Ladung z der in Lösung vorhandenen Ionenspezies i berechnet (Formel 1). Je kleiner die Ionenstärke 
und damit die elektrostatische Abschirmung des Phosphatrückgrates sind, desto größer ist die Persis-
tenzlänge (Abb. 2, Formel 2). Mehrwertige Kationen verkleinern die Persistenzlänge der DNA-Dop-
pelhelix bis zu einem Wert von ca. 30 nm. Im Vergleich dazu ist die Persistenzlänge einzelsträngiger 
DNA mit ca. 2 nm  deutlich kleiner [34].  
 
𝐼 =
1
2%𝑐'
(
'
⋅ 𝑧'+ (1) 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Abhängigkeit der Persistenzlänge lp eines DNA-Doppelstranges von der Ionenstärke I der Lösung [33].  
𝑙- = .50 +
0,0324
𝐼 5 𝑛𝑚 
(2) 
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Neben der Persistenzlänge wird auch der Durchmesser von DNA durch elektrische Ladungen beein-
flusst. Strukturell beträgt dieser 2 nm, jedoch addiert sich dazu das ausgeschlossene Volumen bedingt 
durch die elektrostatische Abstoßung zwischen gleichgeladenen Phosphatresten. Der effektive DNA-
Durchmesser weff ist näherungsweise die Summe aus dem strukturellen Durchmesser und zwei De-
bye-Längen. Die Debye-Länge lD kennzeichnet die Strecke, entlang der das elektrische Potential 
einer Ladung auf e-1 abfällt (Formel 3). In die Berechnung gehen Boltzmann-Konstante 
(kB ≈ 1,381·10-23 J/K), Temperatur T, Avogadro-Konstante (NA ≈ 6,022·1023 mol-1), elektrische 
Feldkonstante (eo ≈ 8,854·10-12 CV-1m-1), Dielektrizitätszahl (er ≈ 80 bei Wasser) und Elementarla-
dung (e ≈ 1,602·10-19 C) ein. Aufgrund komplexer Zusammenhänge beim Zustandekommen der La-
dungsdichte innerhalb eines DNA-Moleküls fallen die tatsächlichen Werte vom effektiven Durch-
messer etwas höher aus. Sie reichen von ca. 3 nm bei der Ionenstärke von 1 M bis ca. 20 nm bei 
10 mM (Abb. 3, Formel 3)  [35]. 
 
𝜆9 = :
𝑘<𝑇𝜀?𝜀@
2𝑁B𝑒+𝐼
 (2) 
 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Abhängigkeit des effektiven Durchmessers weff eines DNA-Doppelstranges von der Ionenstärke I der Lö-
sung; Formel abgeleitet aus den Daten aus [35]. 
 
Unter der Voraussetzung, dass die Gesamtlänge (Konturlänge L) eines linearen Polymers viel größer 
als seine Persistenzlänge ist (L >> lp), kann die Größe eines ungestörten Polymerknäuels R0 in Lö-
sung bei bekannter Konturlänge L und Persistenzlänge (Formel 5) berechnet werden. (Abb. 4)  
 
𝑅@ = E2𝑙-𝐿 (5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
𝑤HII(𝑛𝑚) = 2,638 ⋅ 𝐼N@,OPP (4) 
    Bestimmtheitsmaß 0,982  
Abbildung 4: Modell eines ungestörten Polymerknäules in Lösung. 
R0 – Größe eines ungestörten Polymerknäuels, weff – effektiver Polymerdurchmesser, lp – Persistenzlänge. 
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2.2 Dynamische DNA-Streckung  
 
2.2.1 Verhalten substratgebundener DNA  
 
Ein DNA-Molekül, welches an einer Oberfläche an einem Ende angebunden ist, lässt sich durch eine 
externe Kraft entknäulen. Die Kraft F für die Streckung des Knäuels kann in Abhängigkeit vom Stre-
ckungsgrad r/L berechnet werden (Formel 5). So sind 0,1 pN nötig, um ein DNA-Molekül auf die 
Hälfte der Konturlänge zu strecken. Die Formel berücksichtigt nicht die Überstreckung und gilt bis 
zur Kraft von etwa 10 pN, mit der 95 % Streckungsgrad erreicht werden (Abb. 5). Die experimentelle 
Bestätigung erfolgte mit Untersuchungen am AFM und optischer sowie magnetischer Pinzetten. [12] 
 
𝐹 =
𝑘< · 𝑇
𝑙-
· .
1
4 · S1 −
𝑟
𝐿V
N+
+
𝑟
𝐿 −
1
45 (6) 
 
 
 
   
   
   
 
 
   
 
 
Diese Methode erlaubt beispielsweise das Studieren der Steifigkeit von einzelnen DNA-Molekülen, 
deren zeitaufgelösten Konformationsänderungen und spezifischen Wechselwirkungen mit Proteinen 
bei unterschiedlichen Pufferzusammensetzungen. So hat die Forschergruppe um Cees Dekker Wan-
derungen von Schlaufen entlang gestreckter überspiralisierter DNA-Moleküle studiert (Abb. 6). 
Diese Schlaufen, genannt Plektonemen, wurden gezielt durch eine Überspiralisierung von DNA mit 
magnetischer Pinzette induziert. Es wurden sowohl die lineare Diffusion als auch das Verschwinden 
und das gleichzeitige Neuerscheinen an einer anderen Stelle (Springen) von Plektonemen beobachtet. 
Das Springen weist auf eine Übertragung von im Molekül gespeicherter Spannung hin. [8] Eine Über-
spiralisierung ist die zusätzliche Verdrillung von DNA-Helices. Durch diese Manipulation wird der 
dicht gepackte Zustand in Zellkernen simuliert.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: A Schematische Darstellung der Untersuchungen zur Streckung eines angebundenen Polymerknäuels 
mittels AFM; B Das Kraft-Streckungsgrad-Diagramm solcher Untersuchungen. 
r – Länge eines teilgestreckten Knäuels, L – Konturlänge. 
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Die Wanderung der Plektonemen entlang gestreckter DNA kann quantitativ durch die Bestimmung 
deren Diffusionskonstante Dk charakterisiert werden. Für eine eindimensionale Brownsche Bewe-
gung gilt, dass der Anstieg der mittleren quadratischen Verschiebung MSD gleich 2·Dk·t ist [36]. In 
die Berechnung der mittleren quadratischen Verschiebung MSD für eine kontinuierliche Bewegung 
gehen die Anzahl N der Aufnahmen, über die gemittelt wird, die vorhergehende Position xi sowie die 
aktuelle Position xi+n des betrachteten Objektes zum Beobachtungszeitpunkt n·∆t ein (Formel 7) [37]. 
∆t ist dabei das Zeitintervall zwischen zwei Aufnahmen.  
 
𝑀𝑆𝐷 =
1
𝑁 − 𝑛%(𝑥'[\ − 𝑥')
+
(N\
']^
= 2 ⋅ 𝐷_ ⋅ 𝑡 (7) 
 
Ein Nachteil der Untersuchungsmethode von gebundener DNA ist der kleine experimentelle Durch-
satz von untersuchbaren Molekülen, da AFM und vor allem optische und magnetische Pinzetten tech-
nisch nur aufwändig für parallele Einzelmolekülmessungen einsetzbar sind.  
 
2.2.2 DNA-Verhalten unter geometrischer Einschränkung 
 
Geometrische Einschränkungen können in eindimensionale (Spalt) und in zweidimensionale Ein-
schränkungen (Pore oder Kanal) unterschieden werden. Bei Einschränkungen, deren Querschnittsab-
messungen kleiner als die Größe des ungestörten Polymerknäuels sind, kommt es zur teilweisen oder 
vollständigen Streckung von Makromolekülen. Die Streckung erfolgt durch die Komprimierung an 
den Kanal- oder Spaltwänden und wirkt gegen die Entropie, mechanische Steifigkeit und elektrosta-
tische Abstoßungskräfte in einem Knäuel. Bei Wandmaterialien mit sauren funktionellen Gruppen 
entsteht eine negativ geladene Schicht, die DNA-Moleküle zusätzlich zur geometrischen Einschrän-
kung weiter komprimiert. Je kleiner der Kanalquerschnitt ist, desto größer ist der Polymeranteil, der 
sich entlang der Kanalwände anordnet und desto kleiner ist der übrige Polymeranteil, der sich im 
Inneren des Kanals knäulen kann. Für das Verhalten von Polymerketten in einer zweidimensionalen 
Abbildung 6: Schema der Studie über Verknotungen entlang gestreckter DNA mittels magnetischer Pinzette und Fluo-
reszenzmikroskopie. 
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Einschränkung gibt es in Abhängigkeit vom Ordnungsgrad des Moleküls unterschiedliche Modell-
vorstellungen. Grundlegend können  zwei Modelle unterschieden werden: nach Odijk [13] mit der 
größter Komprimierung und nach de Gennes [14] mit der kleinsten räumlicher Einschränkung. Zwi-
schen denen befinden sich zusätzliche Regimes für Übergangsbereiche. (Abb. 7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7:  Modelle von Polymerketten in eindimensionaler Einschränkung (Spalt) A, bei lokaler zweidimensiona-
ler Einschränkung (Pore) B und in globaler zweidimensionaler Einschränkung (Kanal) C. 
D – Kanalbreite/-durchmesser, H – Spalthöhe, lp – Persistenzlänge, r – Länge eines gestreckten Polymerknäuels, R0 – 
Größe eines ungestörten Polymerknäuels, weff – effektiver Polymerdurchmesser.   
 
Das klassische Odijk-Modell basiert auf der Annahme größter Komprimierung und beschreibt eine 
Polymerkette in einem Kanal mit dem Durchmesser kleiner als die Persistenzlänge der Kette. In die-
sem Regime ist ein Makromolekül vollständig entlang der Kanalwände in einer Richtung angeordnet. 
Verknäuelungen treten nicht auf. Lediglich entlang der Kanalmittelachse kommt es zu Fluktuationen. 
Die Länge r des gestreckten Polymerknäuels kann in Abhängigkeit von Kanaldurchmesser ode-
r -breite D berechnet werden (Formel 8). A ist eine Konstante, die bei einem kreisförmigen Kanal-
querschnitt 0,17 und bei einem quadratischen Querschnitt 0,18 beträgt. 
 
𝑟ab'c_ = 𝐿 ⋅ d1 − 𝐴 ⋅ .
𝐷
𝑙f
5
+
O
g (8) 
 
Bei elliptischen oder rechteckigen (nichtquadratischen) Kanälen werden die größte und die kleinste 
Kanalbreite in die Berechnung einbezogen (Formel 9).  
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𝑟ab'c_ = 𝐿 ⋅ h1 −
𝐴
2 ⋅ d.
𝐷^
𝑙f
5
+
O
− .
𝐷+
𝑙f
5
+
O
gi (9) 
 
Mit Zunahme des Kanalquerschnittes bis auf das doppelte der Persistenzlänge kommt es zur bidirek-
tionalen Anordnung der komprimierten Polymerkette. Es bilden sich S-artige Rückfaltungen in eini-
gen Molekülabschnitten. Dieser als die Odijk-Ordnung mit Rückfaltung genannte Zustand kommt in 
der eindimensionalen Einschränkung in einem Spalt nicht vor. Ab einer Kanalbreite von der doppel-
ten Persistenzlänge schließt sich ein Übergangsbereich an, in dem ein Teil der Polymerabschnitte 
entlang der Kanalwände geordnet und der andere Teil in der Kanalmitte chaotisch orientiert sind. Mit 
zunehmender Kanalbreite vergrößert sich der ungeordnete Anteil soweit, dass Verknäuelungen in-
nerhalb der Polymerkette auftreten. Das geschieht ab einer Kanalbreite von ca. sechs Persistenzlän-
gen. Dieses Regime unterteilt sich in die erweiterte de Gennes-Ordnung und die klassische de Gen-
nes-Ordnung. Das Odijk-Modell mit Rückfaltung und der Übergangsbereich zum erweiterten 
de Gennes-Modell haben keine eindeutigen Skalierungsgesetze. 
Im Vergleich zu anderen Modellen beschreibt das klassische de Gennes-Modell eine Polymerkette 
mit geringst möglicher räumlicher Einschränkung. Deswegen ist es eher ein Grenzfall in mikroflui-
dischen Experimenten. In diesem Regime wird das durch die Kanalwände gestreckte Polymer als die 
Abfolge von Sphären mit einem Durchmesser gleich dem des Kanals beschrieben. Innerhalb einer 
Sphäre ist der eingeschlossene Polymerabschnitt geknäult oder sogar verknotet. Die Diffusion eines 
Polymerabschnittes in die benachbarte Sphäre ist sterisch behindert. Unterhalb einer Kanalbreite von 
ca. +jk
l
mnoo
 geht eine komprimierte Polymerkette in die erweiterte de Gennes-Ordnung über. Bei mittle-
ren Werten von lp um 50 nm und weff um 5 nm liegt diese Grenze bei 1 µm. In diesem Regime werden 
die Polymerbereiche, die ineinander nicht diffundieren können, nicht als isotrope Sphären, sondern 
als verlängerte Ellipsoide beschrieben. Das Skalengesetz, welches die Knäuelstreckung in Abhängig-
keit von der Kanalbreite beschreibt, ist trotz der Modelldifferenzen für die beiden de Gennes-Regime 
gleich (Formel 8). Bei elliptischen oder rechteckigen Kanälen darf in den de Gennes-Regimen die 
mittlere Kanalbreite (𝐷pq = r𝐷^ ⋅ 𝐷+ ) verwendet werden. [38] 
 
𝑟bH	tH\\Hu ≈ 1,176 ⋅ 𝐿 ⋅ 𝐷
N+O ⋅ 𝑙-
^
Ox ⋅ 𝑤HII
^
Ox  (10) 
 
Neben den bisher betrachteten statischen DNA-Eigenschaften in einem Kanal verändert sich die Mo-
lekülkonformation in Abhängigkeit von der Zeit t. So wird ein DNA-Molekül beim Einschleusen in 
einen Kanal durch ein elektrisches Feld stärker gestreckt, als die geometrische Einschränkung es al-
lein verursachen würde. Das liegt an der gegensätzlich gerichteten Wirkung von Entropie und elekt-
rophoretischer Kraft. Nach dem Ausschalten des elektrischen Feldes (E-Feld) verkürzt sich das Mo-
lekül innerhalb einer Relaxationszeit tR (Abb. 8A, Formel 11). lE ist dabei die Länge des gestreckten 
DNA-Knäuels in einem E-Feld und l0 die Länge ohne E-Feld. Dieser Effekt wird als die Kontraktion 
infolge entropischer Elastizität bezeichnet. Wenn ein DNA-Molekül unvollständig in einen Kanal 
durch elektrophoretische Kraft eingeführt wird, verkürzt sich der gestreckte Polymeranteil infolge 
der entropischen Elastizität nach dem Ausschalten des E-Feldes. Des Weiteren verlässt es selbststän-
dig den Kanal und verknäuelt sich außerhalb der geometrischen Einschränkung. Dieser zusätzliche 
Effekt wird das entropische Zurückknäulen (englisch Recoiling) genannt und durch die von der Ent-
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ropie verursachte Kraft f angetrieben (Abb. 8B, Formel 12). r kennzeichnet dabei den hydrodynami-
schen Widerstand, lI ist die Länge des Polymerteils, welches sich getreckt im Kanal befindet. t0 ent-
spricht der Zeit für den kompletten Vorgang des Zurückknäulens. g ist der Anteil der elastischen 
Komponente der DNA-Länge des gestreckten Molekülteiles bezogen auf die DNA-Länge im Gleich-
gewicht, also (lE-l0)/l0. [39] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: A Relaxation eines in einem Kanal gestreckten geladenen Polymers; B Zurückknäulen (Recoiling) eines 
gestreckten geladenen Polymers.  
𝐸z⃑  – elektrisches Feld, lE –  Polymerknäuellänge im E-Feld, l0 –  Polymerknäuellänge ohne E-Feld, lI –  Länge des Poly-
merteils im Kanal.   
 
𝑙(𝑡) ≈ 𝑙@ + (𝑙| − 𝑙@) ⋅ 𝑒
N }~ (11) 
𝑙Ä(𝑡) ≈ 𝛾(𝑡) ⋅ :−
𝑓
𝜚 ⋅ (𝑡 − 𝑡@) 
(12) 
 
Weiterhin können sich in Kanälen die Enden von Polymerketten temporär falten sowie sich bewe-
gende Knoten innerhalb der Ketten identifiziert werden. Knoten stellen lokale Einschränkungen zu-
sätzlich zu Kanalwänden dar. Sie bilden sich durch Wechselwirkungen mit Kanaleingängen oder De-
fekten an Kanalwänden. Abschließend entfalten sich die Knoten durch die Diffusion zu Kettenenden. 
Die Diffusionszeit ist annähernd proportional zum Quadrat der Konturlänge (tD ~ L2). [40] 
Zusätzliche Wechselwirkungen von DNA mit Kanalwänden, wie chemische oder physikalische Ad-
häsion, verzerren die dargestellten Gesetzmäßigkeiten. Ebenso sind die Modelle in geometrischer 
Einschränkung für kurze Polymerketten ungenau. Das liegt daran, dass das Verhalten von Kettenen-
den sich vom Inneren des Polymers unterscheidet.  
   
2.3 Eigenschaften und Aufbau von Mikro- und Nanofluidikzellen 
 
2.3.1 Transport von Analyten durch Kanäle 
 
Die Mikro-und Nanofluidik ermöglicht Transport und parallele Analyse von kleinsten Probenvolu-
mina. Ein natürliches Beispiel für Mikrofluidik ist das Gefäßsystem in einem Laubblatt. Im Labor 
können durch die Miniaturisierung Prozesskosten und -zeit eingespart werden. Dabei werden die zu 
analysierenden Substanzen zum Detektor durch Strömung oder Elektrophorese transportiert.  
Häufig haben mikrofluidische Kanäle in ihrem Verlauf unterschiedlich große Querschnitte. Gemäß 
dem Kontinuitätsgesetz sind Volumenströme in jedem einzelnen Querschnitt gleich groß. Da der Vo-
lumenstrom das Produkt aus Strömungsgeschwindigkeit v und Querschnittfläche A ist, bedeutet das, 
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dass sich die Strömungsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zur Größe des Kanalquerschnittes 
verhält (Formel 13). Ungenauigkeiten bei dieser Beziehung resultieren aus Reibungskräften an den 
Kanalwänden. Durch die Reibung verlangsamt sich die Strömungsgeschwindigkeit in der Wandnähe. 
Der Volumenstrom und damit auch die Strömungsgeschwindigkeit in Kanälen mit laminarer Strö-
mung sind nach den Navier-Stokes-Gleichungen direkt proportional dem Druckunterschied Dp an 
den Kanaleingängen (v ~ Dp). Weitere Einflussgrößen sind die dynamische Viskosität h, die Kanal-
länge l sowie die größte D1 und die kleinste Kanalbreite D2. Für Kanäle mit einem elliptischen Quer-
schnitt existiert eine genaue Gesetzmäßigkeit (Formel 14), für einen rechteckigen Kanalquerschnitt 
wurde eine angenäherte Lösung ermittelt (Formel 15). Die Näherung der Formel 13 ist zunehmend 
genauer, je stärker sich D1 von D2 unterscheidet. So beträgt der Fehler bei D1 = D2 13 %, während die 
Abweichung bei D1 = 2D2 auf 0,2 % abfällt. Der Druckunterschied ergibt sich bei einer offenen Mik-
rofluidikzelle aus der Dichte der Flüssigkeit r, der Fallbeschleunigung g und dem Höhenunter-
schied Dh der Flüssigkeitsniveaus an den Ein- und Ausgängen (Formel 16).  
 
𝐴^ ⋅ 𝑣^ = 𝐴+ ⋅ 𝑣+ (13) 
𝑣|jj'-uH =
∆𝑝
16𝜂𝑙 ⋅
𝐷^+ ⋅ 𝐷++
𝐷^+ + 𝐷^+
 (14) 
𝑣àHâä}Hâ_ ≈
𝐷++ ⋅ ∆𝑝
12𝜂𝑙 ⋅ .1 − 0,63 ⋅
𝐷+
𝐷^
5 (15) 
∆𝑝 = 𝜚 ⋅ 𝑔 ⋅ ∆ℎ (16) 
Geladene Analyten können auch mit Hilfe von Elektrophorese durch mikro- und nanofluidische Ka-
näle bewegt werden. Die Formel 17 gibt die Bewegungsgeschwindigkeit für einen sphärischen Ana-
lyten ohne Wandeinflüsse wieder. In die Berechnung gehen die angelegte elektrische Feldstärke E, 
die dynamische Viskosität h der Flüssigkeit sowie die Ionenladung z, die Elementarladung e und der 
hydrodynamische Radius des Analyten Rh ein. Die praktischen Abweichungen resultieren aus einer 
nichtsphärischen Form des bewegenden Ions sowie aus mechanischen und elektrostatischen Wech-
selwirkungen mit den Kanalwänden. [41]  
 
𝑣 =
𝑧 ⋅ 𝑒 ⋅ 𝐸
6𝜋 ⋅ 𝜂 ⋅ 𝑅ä
 (17) 
 
2.3.2 Allgemeine Herstellungsmethoden 
 
Es gibt mehrere Techniken, um Kanäle mit ein- und zweidimensionaler nanoskaliger Einschränkung 
für Mikro- und Nanoanalysen herzustellen. Dafür werden Elektronen- und Fotolithographie, fokus-
sierter Ionenstrahl (FIB) [42], Glaskapillaren [43] und auflösbare, lineare Template in einem Matrix-
material [44] verwendet. Elektronen- und Fotolithographie strukturieren eine Oberfläche mit einer 
gleichmäßigen Beschichtung aus einem foto- oder elektronensensitiven Lack und produzieren stets 
eine konstante Strukturtiefe. FIB erlaubt dagegen variable Strukturtiefen durch das selektive Abtra-
gen von Materialien mit einem Ionenstrahl. Die herstellbaren Strukturbreiten korrelieren mit den Auf-
lösungsgrenzen der Licht- (Abschnitt 2.4.1) und Elektronenmikroskopie (Abschnitt 2.4.2). Die für 
DNA-Untersuchungen am meisten verwendeten Materialien sind Glas, Quarz und Silicium. Diese 
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Materialien weisen eine große Härte (Mohs-Härte 7 bei Quarz) auf, die den mikro- und nanofluidi-
schen Zellen die Robustheit gegenüber Deformationskräften während des Zusammenbaus verleiht. 
Zudem sind Glas und Quarz für das sichtbare Licht transparent, was das Verfolgen von Experimenten 
mit optischen Techniken möglich macht. Die Strukturierung von diesen Materialien erfordert jedoch 
aufwändige Ätzprozesse durch das reaktive Ionen- oder das Flusssäure-Ätzen unter Reinraumbedin-
gungen. Flusssäure ist sehr giftig und erfordert gründliche Vorsichtsmaßnahmen, inklusive Bereit-
stellen von Calciumgluconat, das als Antidot bei Kontakt mit Flusssäure wirkt.  Da es sich bei Struk-
turierung durch Ätzen um zeit- und kostenintensive Verfahren handelt, sind einfachere Alternativen 
wünschenswert.  
 
2.3.3 Softlithographie 
 
Eine kostengünstige Strukturierungstechnik ist die Softlithographie, eine Methode, die Ende der 
1990er eingeführt wurde [45]. Softlithographie erfordert zwar eine anspruchsvolle Masterstruktur, 
jedoch können mit einem Master viele präzise und günstige Abformungen in kurzer Zeit gemacht 
werden. Für jedes Experiment kann somit eine frisch hergestellte, saubere Struktur verwendet wer-
den. Dafür wird der Master mit einer flüssigen Polymermischung bedeckt. Die Polymermischung 
muss fotochemisch oder thermisch vernetzbar und somit härtbar sein. Nach der Härtung und Abfor-
mung entsteht ein Negativabbild vom Master (Abb. 9). Trotz Einfachheit der Methode sind DNA-
Untersuchungen in softlithographisch hergestellten Kanälen relativ selten. Dass liegt daran, dass das 
weit verbreitete Material dafür das konventionelle Polydimethylsiloxan (PDMS) Sylgard für Nano-
fluidik zu weich ist. Drei bis viermal härter ist die optimierte PDMS-Mischung Hart-PDMS [46]. Um 
fast zwei Größenordnungen härter als PDMS und seine Derivate ist das organische Hybridpolymer 
Ormostamp auf Polymethylmethacrylat- und Siliciumdioxid-Basis (entsprechend dem Hersteller 
Micro resist technology). Die Elastizitätsmodule betragen für Sylgard 184, Hart-PDMS und Ormos-
tamp entsprechend 2, 9 und 650 MPa. Ein großes Elastizitätsmodul und entsprechend eine hohe Fes-
tigkeit sind nötig, damit die Strukturbereiche mit einem großen Verhältnis von Breite zu Höhe (As-
pektverhältnis) infolge von Deformationskräften nicht kollabieren. Das ist wichtig, weil lithographi-
sche Verfahren zwar Strukturen unterschiedlicher Breite jedoch nur konstanter Tiefe liefern. Die Ver-
wendung von Ormostamp im Zusammenhang mit Mikrofluidik wurde erstmals 2011 erwähnt [47]. 
PDMS wird thermisch, Ormostamp dagegen fotochemisch vernetzt. PDMS und seine Varianten so-
wie Ormostamp sind transparent im sichtbaren Wellenlängenbereich. Dies ermöglicht den Einsatz 
dieser Materialien für mikrofluidische Experimente unter dem Lichtmikroskop. 
 
 
 
      
 
 
 
Abbildung 9:  Softlithographie – schematische Darstellung. 
 
Die wenig elastischen Materialien wie das Hart-PDMS und Ormostamp lassen sich schwer von einem 
Master nach Härtung entformen, im Unterschied zum hochelastischen Sylgard 184. Der Ausweg ist 
eine verbundene Doppelschicht aus Sylgard 184 und dem härteren Polymer. Das härtere Polymer 
wird mit Hilfe von einem Master strukturiert. Die weiche PDMS-Schicht übernimmt die Funktion 
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eines flexiblen Kissens, welches die Deformationsspannungen beim Abformen gleichmäßig ablei-
tet [48].  
 
2.3.4 Fokussierter Ionenstrahl  
 
FIB ist eine Methode zur Bearbeitung von Oberflächen durch den Materialabtrag mit einem Ionen-
strahl. Die Anwendungen sind gezielte Strukturierungen von beispielsweise Fotomasken und die Her-
stellung von Probenlammelen für Transmissionselektronenmikroskope (TEM). Im Unterschied zu 
parallelen Verfahren wie Fotolithographie ist diese Methode sehr zeitaufwändig da, es sich um ein 
serielles Verfahren handelt. Andererseits entfällt die Notwendigkeit eines Fotolackes durch das di-
rekte lokale Abtragen von Material. FIB kann zum Beispiel für die Erweiterung einer schon vorhan-
denen Mikrostruktur mit feineren Nanostrukturen eingesetzt werden. Gallium ist dabei die häufigste 
Ionenquelle. Dessen Schmelztemperatur beträgt nur ca. 30 °C. Deswegen ist es mit wenig Heizen 
möglich, Gallium im elektrischen Feld für die Ionengewinnung zu zerstäuben. In manchen neuartigen 
Geräten kommt Helium als Ionenquelle zum Einsatz. Ionen sind viel schwerer als Elektronen, des-
wegen erlaubt ein fokussierter Ionenstrahl das Abtragen von Submikrostrukturen von leitenden und 
halbleitenden Oberflächen. Die Abtragungsgeschwindigkeit hängt von der variierbaren Stromdichte 
an Ionen und den Substrateigenschaften ab. Isolierende Materialien, wie die meisten Kunststoffe, 
laden sich durch Inkorporation von Gallium oder Heliumionen positiv auf und verhindern durch eine 
elektrostatische Ablenkung des Ionenstrahls eine präzise Strukturierung. Die Aufladung von isolie-
renden Materialien kann durch die gezielte, gleichzeitige Bestrahlung mit Elektronen kompensiert 
werden. Dafür muss eine Balance zwischen positiven und negativen Ladungen erreicht werden [49]. 
Alternativ können Kunststoffe durch das Vermischen mit nanostrukturierten leitfähigen Materialien, 
z. B. Kohlenstoffnanoröhren (CNT), leitfähig gemacht werden. So ist bei PDMS ein Sprung der Leit-
fähigkeit ab 0,6 Gew% CNT messbar [50]. Ein FIB-Gerät kann zusätzlich mit einem Gasinjektions-
system ausgerüstet sein. Die injizierbaren Gase Fluor oder Wasserdampf tragen zur besseren Entfer-
nung des abzutragenden Materials während eines Schnittvorganges bei. Fluor reagiert mit silizium-
haltigen Materialien, Wasserdampf zersetzt Polymere mit Ester- oder Amidbindungen. So wird die 
Flüchtigkeit des abzutragenden Materials erhöht und das Wiederabsetzen in Strukturen oder an Struk-
turrändern minimiert. Durch Injektion von organischen Metallkomplexen wie zum Beispiel von Pla-
tin oder Wolfram, können gezielte nanoskalige Metallstrukturen durch Reduktion von Komplexen 
unter Ionenstrom aufgedampft werden. 
 
2.3.5 Abdeckung von Kanälen  
 
Um geschlossene Kanäle herzustellen, werden sie mit einem Deckgläschen bedeckt. Eine kovalente 
Bindung kann durch das thermische Bonden [51] oder durch die Luftplasma-Aktivierung der zu ver-
bindenden Oberflächen und bei einem sehr guten Kontakt dieser Flächen erreicht werden. Sowohl 
Glas als auch PDMS und Ormostamp enthalten Silicium. Durch Luftplasma entstehen an den Ober-
flächen Silanolgruppen (Si-OH) sowie ein Gemisch von organischen funktionellen Gruppen wie 
Hydroxy- und Carboxylgruppen. Bei einem Zusammenpressen verbinden sich frisch aktivierte Ober-
flächen schon bei Raumtemperatur durch Kondensationsreaktionen (Abb. 10) [52]. Silanolgruppen 
sind mit dem pKS 4,5 sauer [53]. So sind sie in einer wässrigen Lösung bei dem neutralen pH 7 zu 
über 99 % dissoziiert und negativ geladen. Der hydrophile Charakter infolge der Plasmabehandlung 
ist zumindest bei PDMS in den ersten Minuten besonders stark und verschwindet innerhalb von Stun-
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den durch die Abreaktion und räumliche Umorientierung der oberflächennahen funktionellen Grup-
pen [54]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Kovalente Verbindung von Glas- und PDMS-Oberflächen. 
 
Prinzipiell lässt sich die Deformation von weichen Materialien wie Sylgard 184 für die Herstellung 
von Nanokanälen nutzen.  Die Forschergruppe um Harold Craighead verwendete den gezielten 
elastomeren Kollaps für die DNA-Streckung [55]. (Abb. 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Schema eines gezielten elastomeren Kollapses. 
 
2.4 Charakterisierung von DNA 
 
2.4.1 Fluoreszenzmikroskopie 
 
Mit der im 17 Jahrhundert erfundenen Lichtmikroskopie wurde es erstmalig möglich, Bakterien und 
Zellorganellen zu beobachten. Die Auflösung konventioneller Lichtmikroskope ist durch das Abbe-
Limit begrenzt [56]. Diese Auflösungsgrenze xmin  ist abhängig von der Wellenlänge l des verwen-
deten Lichtes und der numerischen Apertur des verwendeten Objektivs (Formel 18). Die Numerische 
Apertur NA kennzeichnet das Vermögen eines Objektivs Licht zu sammeln und ist abhängig vom 
halben Öffnungswinkel a des Lichtkegels, welcher von einem Objektpunkt zum Objektiv ausgeht, 
und von der Brechzahl n des Mediums zwischen Objekt und Objektiv.  
  
𝑥é'\ =
𝜆
2 ∙ 𝑁𝐴 =
𝜆
2 ∙ 𝑛 ∙ 𝑠𝑖𝑛 𝛼 
(18) 
 
Die Auflösung konventioneller Lichtmikroskopie beträgt ungefähr eine halbe Wellenlänge, was bei 
der Verwendung eines blauen Lichtes ca. 200 nm entspricht. Die DNA-Doppelhelix hat jedoch den 
Durchmesser von nur 2 nm. Selbst ein λ-DNA-Knäuel mit einem Durchmesser von ca. 1,3 µm ist 
nicht sichtbar, weil der Kontrast zu gering ist. Um eine λ-DNA zu detektieren, kann sie mit Fluoro-
phoren markiert werden. Die angeregten spezifisch angebundenen Fluorophore emittieren Licht, wel-
ches die Form und die Länge der DNA-Moleküle direkt widerspiegelt. Die Breite der so abgebildeten 
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unverknäuelten DNA-Moleküle erscheint jedoch aufgrund des Abbe-Limits größer als die tatsächli-
chen 2 nm, und zwar mindestens so breit, wie die Auflösungsgrenze ist. Die Ausnahmen bilden spe-
zielle Techniken, wie optische Rasternahfeldmikroskopie (SNOM) [57], Punktakkumulation für die 
Bildgebung in der Nanotopografie (PAINT) [58], fotoaktivierte Lokalisationsmikroskopie (PALM) 
[59] und stimulierte Emissionslöschung (STED) [60], für die die Abbe-Grenze nicht gilt. Diese Me-
thoden sind jedoch zugleich deutlich anspruchsvoller als die konventionelle Fluoreszenzmikroskopie.  
Die Fluoreszenzmarkierung von DNA kann mit Halbleiternanopartikeln, Nanodiamanten [61], Me-
tallclustern [62] und organischen Fluorophoren bewerkstelligt werden. Diese Varianten haben jeweils 
eigene Vorteile und Nachteile. Organische Fluorophore bleichen im intensiven Anregungslicht eines 
Lichtmikroskops innerhalb von Sekunden aus. Halbleiternanopartikel halten dagegen Minuten bis 
Stunden aus. Nanodiamanten und Metallcluster sind noch stabiler. Bis auf Metallcluster, die durch 
die heterogene Keimbildung an DNA aufgewachsen werden können, müssen Nanopartikel durch ge-
eignete funktionelle Gruppen modifiziert werden, um spezifisch an DNA anzubinden. Falls deren 
Anteil am Gesamtkomplex signifikant ist, verändern die Nanopartikel durch ihre Größe die dynami-
schen Eigenschaften der markierten Polymerketten. Die Beobachtungen von diesen Konjugaten 
könnten dann von den polymerphysikalischen Modellen abweichen. 
Trotz des schnellen Ausbleichens werden DNA-Fluorophore aufgrund der einfach durchzuführenden 
und gleichmäßigen Markierung häufig verwendet. Diese Fluorophore sind positiv geladen, was eine 
elektrostatische Anziehung an das Zucker-Phosphat-Rückgrat hervorruft, und besitzen ein aromati-
sches System, welches zwischen Nukleobasen aufgrund von p-p-Wechselwirkungen interkaliert. 
Nach der Anbindung an DNA vergrößert sich die Fluoreszenz um das 100 bis 1000fache, womit die 
unspezifische Hintergrundfluoreszenz gering bleibt [63]. Ein für DNA-Markierung häufig verwen-
detes Fluorophor ist YOYO-1 (Abb. 12). Seine Fluoreszenzausbeute beträgt 52 %. Mit seinem aus-
gedehnten aromatischen Ringsystem interkaliert jedes YOYO-1-Molekül zweimal zwischen den 
Nukleobasen der DNA. Der Absorptionspeak des DNA-YOYO-1-Komplexes liegt bei 491 nm und 
der Emissionspeak bei 509 nm. Diese Werte ähneln dem weit verbreiteten grün fluoreszierenden 
Farbstoff Fluorescein (entsprechend 495 und 517 nm). Dies erlaubt das Verwenden der für Flu-
orescein optimierten und damit leicht verfügbaren Filtersätze. Interkalierende DNA-Farbstoffe be-
einflussen die physikalischen Eigenschaften von DNA.  Bei der Interkalation von YOYO-1 werden 
Molekülladungen teils kompensiert und die Länge der DNA um ca. 0,51 nm pro Fluorophor verlän-
gert. Die Persistenzlänge bleibt dagegen unverändert. [64] Aufgrund dieser spezifischen Wechsel-
wirkungen sind DNA-Farbstoffe potentiell erbgutverändernd, wobei ihre Zellmembrangängigkeit 
aufgrund der Ladung eingeschränkt ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Strukturformel des YOYO-1-Fluorophors. 
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Die interkalierenden Farbstoffe tragen zu Einzel-und Doppelstrangbrüchen in DNA-Molekülen wäh-
rend der Fluoreszenzanregung bei [65]. Diese Schäden werden durch reaktive Sauerstoffspezies ver-
stärkt, die sich durch die Energieübertragung von angeregten Fluorophoren bilden. Das Vertreiben 
des Sauerstoffes aus der Probelösung durch inerte Gase, wie Stickstoff, und die Zugabe eines Reduk-
tionsmittels, wie Mercaptoethanol, verlangsamen das Fotobleichen und die Fotospaltung der mar-
kierten DNA [66]. Weiterhin gibt es Antibleichsysteme, die den freien Sauerstoff stetig verbrauchen. 
Dazu gehören die Kombination aus Glukose, Glukose-Oxidase und Katalase sowie das Protocatechu-
säure/Protocatechuat-3,4-Dioxygenase-System [67]. 
 
2.4.2 Elektronenmikroskopie 
 
Mit der um 1930 erfundenen Elektronenmikroskopie wurde es erstmals möglich, Viren zu visualisie-
ren [68]. Das liegt daran, dass Elektronen eine kürzere Wellenläge besitzen als das sichtbare Licht. 
Die Wellenlänge λ eines Elektrons hängt von seinem Impuls p ab (Formel 19). In die Berechnung 
gehen Planck-Konstante (h ≈ 6,626 ·10-34 J·s), Elementarladung (e ≈ 1,602·10-19 C), Ruhemasse ei-
nes Elektrons (m0 ≈ 9,109 ·10-31 kg), Beschleunigungsspannung U und die Lichtgeschwindigkeit im 
Vakuum (c ≈ 3 ·108 m/s) ein. Wenn eine Beschleunigungsspannung im kV-Bereich angelegt wird, 
entstehen Elektronen mit einer Wellenlänge im pm-Bereich.  
 
𝜆 =
ℎ
𝑝 = ℎ
:2𝑒𝑈𝑚@ + (
𝑒𝑈
𝑐 )
+î   
 
(19) 
 
Die Fokussierung der Elektronenstrahlen erfolgt mit magnetischen Linsen. Grundlegend können zwei 
Anordnungen unterschieden werden: Rasterelektronenmikroskopie (REM) und Transmissionselekt-
ronenmikroskopie (TEM). In Analogie zum Auflichtmikroskop detektiert REM die von der Proben-
oberfläche gestreuten Elektronen, wobei es sich neben zurückgestreuten Elektronen vor allem um die 
aus der Probe „rausgeschlagenen“ Sekundärelektronen handelt. Im TEM werden die Proben von 
Elektronen durchstrahlt und abgelenkt. In dieser Hinsicht ähneln sich TEM und Durchlichtmikrosko-
pie. Andererseits, aufgrund der Wechselwirkungen von Elektronen mit Luft, muss der Strahlengang 
eines Elektronenmikroskops beim Betrieb stets unter Vakuum stehen. Das bringt Einschränkungen 
bei der Visualisierung von Makromoleküldynamik in Lösung mit sich. Der Kontrast entsteht durch 
die Elektronenstreuung. Dickere Materialien und Materialien mit höherer Ordnungszahl streuen stär-
ker. Biologische Makromoleküle sind aus leichten Elementen, vornehmlich aus Kohlenstoff, Was-
serstoff und Sauerstoff, aufgebaut. Analog, vor allem aus Kohlenstoff, ist der Trägerfilm für die Auf-
tragung von Proben zusammengesetzt. Deswegen müssen sie meist mit Schwermetallsalzen für 
Elektronenmikroskopie-Untersuchungen kontrastiert werden [69]. Uranylsalze sind besonders effek-
tiv dafür, wobei ein vorsichtiger Umgang aufgrund deren Toxizität gewährleistet werden muss. Cryo-
EM erlaubt die Untersuchung der Makromoleküle in dem Zustand, wie sie in Lösung vorliegen. Kon-
trastierung ist dabei nicht erforderlich, wenn sich das Lösemittel in seiner Elementarzusammenset-
zung von der Probe deutlich unterscheidet. Die Proben oder das Trägersubstrat müssen für die Elekt-
ronenmikroskopie halbleitend oder leitend sein, um die beim Betrieb entstehenden Aufladungen ab-
zuleiten. 
Neben Morphologieuntersuchungen kann mit Elektronenmikroskopie auch Analytik betrieben wer-
den (Abb. 13). So erlaubt eine Auswertung der Beugungsreflexe die Kristallstrukturbestimmung kris-
talliner Proben in Analogie zur Röntgenbeugung. Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS), 
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Augerelektronenspektroskopie (AES) und energiedispersive Röntgenspektroskopie (EDX) liefern 
Aussagen zur elementaren Zusammensetzung von Proben. [70] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Mit Elektronenmikroskopie verbundene Methoden: 
AES – Augerelektronenspektroskopie, EDX – energiedispersive Röntgenspektroskopie, EELS – Elektronenenergiever-
lustspektroskopie, REM – Rasterelektronenmikroskopie, TEM – Transmissionselektronenmikroskopie. 
 
2.5 Sonderfälle für Anwendungen von DNA in Kanälen  
 
2.5.1 Metallisierung von DNA 
 
Gestreckte DNA ist ein Molekül mit 2 nm Durchmesser, das als Templat für die Bottom-up-Herstel-
lung von nanoelektronischen Bauteilen perspektivisch von Nutzen sein könnte. Es besteht ein Bedarf 
für weitere Miniaturisierung, Leistungssteigerung und Abnahme des Energieverbrauchs von inte-
grierten Schaltkreisen für Computeranwendungen. Ein DNA-Molekül mit einer statistischen Sequenz 
und im Längenbereich über 100 nm ist ein Isolator [71]. Kontinuierlich metallisierte DNA-Moleküle 
können als elektrische Leiter und die DNA mit isolierten Metallclustern als optische Wellenleiter 
dienen. Submikrokanäle als zweidimensionale Einschränkungen stellen eine mögliche Analyseplat-
form für die Charakterisierung von so modifizierten Polymerketten dar. 
 Grundlegend können zwei Strategien für die Metallisierung von DNA unterschieden werden: Zum 
einen die Anbindung von fertigen Metallnanopartikeln durch spezifische Linker (Abb. 14A) und zum 
anderen das Aufwachsen von Metallclustern (Abb. 14B).  
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Abbildung 14: A Anbindung von Goldnanopartikeln an mit Thiolgruppen funktionalisierte DNA [72]. 
B Aufwachsen von Metallclustern an DNA (L – Ligand, M – Metall, NP – Nanopartikel, z – Ladungszahl) [73].  
 
Die erste Strategie wird entweder durch die elektrostatische Anziehung von positiv geladenen Nano-
partikeln an das Zucker-Phosphat-Rückgrat oder durch eine chemische Modifizierung von DNA mit 
funktionellen Gruppen, die als Linker zu Metallnanopartikeln wirken, realisiert. Die DNA-Funktio-
nalisierung erfolgt durch den Einbau von modifizierten Nukleotiden sowie Oligonukleotiden oder 
durch interkalierende an Nanopartikel gebundene Aromaten [74]. So binden Thiolgruppen an Gold 
und Silber. Das in der Medizin für Fotochemotherapie eingesetzte, interkalierende Psoralen bildet 
nach UV-Aktivierung kovalente Bindungen mit der Thymin-Nukleobase aus. Ein Linker kann auch 
aus zwei Teilen bestehen, ein Teil DNA-seitig und der andere am Nanopartikel. Die gängigen Mög-
lichkeiten für die Verbindung von solchen Linkern sind die Veresterung von Amino- und Car-
boxylgruppen oder die spezifische nichtkovalente Biotin-Streptavidin-Bindung [75]. Aufgrund steri-
scher Wechselwirkungen ist das Anbinden von Metallpartikeln mit direktem Kontakt zueinander 
schwierig. Dafür ist es möglich, Partikel mit definiertem Abstand zueinander an DNA anzubinden. 
Die zweite Strategie ist die Inkubation von Edelmetallsalzen in einer Lösung mit DNA und die an-
schließende Reduktion. Während der Inkubations- oder Aktivierungszeit binden sich Metallionen be-
vorzugt an das Phosphatrückgrat, wohingegen Metallkomplexe an Aminofunktionalitäten von Nuk-
leobasen koordinieren. Die an DNA gebundenen Metallionen oder Metallkomplexe wirken als Keim-
bildungszentren, auf denen sich Metalle abscheiden und zu Clustern wachsen. Besonders feine Na-
nodrähte werden mit Platin(II)-salzen, wie z. B. Cisplatin (Pt(NH3)2Cl2), Kaliumtetrachloroplatinat 
(K2PtCl4) und Platin(II)-nitrat (Pt(NO3)2), unter Vorhandensein von Stabilisatorsubstanzen wie Citrat 
erzielt. Citrat verlangsamt die Metallreduktion und verhindert die Agglomeration von Metallclustern 
in Lösung durch die elektrostatische Abstoßung. Platinsalze können chemisch, z. B. durch Natrium-
borhydrid oder Dimethylaminoboran (DMAB) [76], oder photochemisch durch UV-Licht reduziert 
werden [18].  Ein starkes Reduktionsmittel begünstigt die homogene Keimbildung, weil schnell viele 
Metallcluster gebildet werden. Ein schwaches Reduktionsmittel begünstigt dagegen die heterogene 
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Keimbildung an energetisch günstigen Orten, die zu Keimbildungszentren werden.  Die energetisch 
günstigen Orte sind zugängliche Bereiche mit entgegengesetzter elektrischer Ladung, z. B. DNA-
Phosphatrückgrat, oder mit funktionellen Gruppen, an die Metallionen koordinieren können. Weitere 
Einflussparameter für das Wachstum von Metallclustern sind Temperatur und das Konzentrations-
verhältnis eingesetzter Reagenzien. 
 
2.5.2 Kontrollierte Thermophorese mithilfe von DNA  
 
Gerichteter, kontrollierter Transport von Mikro- und Nanoobjekten in Flüssigkeiten ist eine aktuelle 
Fragestellung der Grundlagenforschung. Zusätzlich ist es eine an Bedeutung stark zunehmende Auf-
gabestellung der angewandten Forschung für das Design von künstlichen Transportsystemen von 
Medikamenten und deren Synthese über eine gezielte Bottom-Up-Selbstassemblierung.  
Um einen gerichteten Transport von Mikro-und Nanoobjekten in Flüssigkeiten zu gewährleisten, 
müssen Mechanismen und Methoden entwickelt werden, die es erlauben, den Einfluss von Diffusi-
onsprozessen zurückzudrängen, die zu einer zufälligen Brownschen Bewegung in alle Richtungen 
führen und damit einer gerichteten Bewegung entgegenstehen. Dieses wird mit abnehmender Parti-
kelgröße schwieriger, da die Brownsche Bewegung von Partikeln umgekehrt proportional zum Par-
tikeldurchmesser ist. 
Sich gerichtet bewegende Objekte können auf mehreren synthetischen Wegen realisiert werden. 
Grundlegend dafür ist eine Asymmetrie in einem äußeren oder inneren Systemparameter: Beispiele 
sind Konzentrationsgradienten, elektrische und magnetische Felder, gerichtete chemische Reaktio-
nen [77], Temperaturgradienten sowie sich selbst vorwärts bewegende thermophoretische Schwim-
mer. 
Das geschichtlich erste Beispiel für eine lokale Thermophorese von Mikroobjekten sind Janus-Parti-
kel - Polystyrolmikropartikel, die zur Hälfte mit Gold bedampft sind - und die durch eine Laserbe-
strahlung zu einer teils gerichteten Bewegung veranlasst wurden [78]. Durch die Laserbestrahlung 
wird eine Plasmonenanregung in der Goldschicht induziert, was zu einer effektiven Energieeinkopp-
lung in die Goldschicht und damit zu deren lokaler Überhitzung führt. Damit entsteht ein Tempera-
turgradient zwischen den beiden Seiten des Janus-Partikels, der durch ein lokales Strömungsfeld im 
umgebenden Medium entlang der Partikeloberfläche ausgeglichen wird. Dadurch entsteht eine Be-
wegung des Partikels in der Flüssigkeit. Im konkreten Fall beruht die Bewegung auf dem Tempera-
turgradienten zwischen der Gold und Polystyrolseite. Die asymmetrische Erhitzung treibt eine Be-
wegung dieser Partikel mit der Polystyrolseite nach vorne an.   
Die Wirksamkeit einer Thermophorese wird mit einem Soret-Koeffizienten quantifiziert ST (For-
mel 20). In die Berechnung gehen die thermophoretische Mobilität DT und der Diffusionskoeffizient 
Dk – also das Verhältnis von gerichteter und diffuser Bewegung – ein. Weiterhin bedeutet ein positi-
ver Soret-Koeffizient, dass ein thermophoretisch aktives Objekt sich aus dem Gebiet erhöhter Tem-
peratur heraus bewegt. Bei einem negativen Soret-Koeffizienten wird der Schwimmer in das Gebiet 
erhöhter Temperatur hineingezogen. 
𝑆ï = 𝐷ï 𝐷_⁄  (20) 
 
In Experimenten mit lasergetriebenen Januspartikeln [79] wurde allerding gezeigt, dass mit diesem 
einfachen Schema trotzdem keine gerichtete Bewegung erreicht werden kann. Ursache dafür ist, dass 
die eingekoppelte Energie nicht nur in eine Translationsbewegung übertragen wird, sondern auch 
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Rotationsmoden angeregt werden [79]. Diese führen dazu, dass die Bewegungsrichtung wieder zu-
fällig wird. Aus diesem Grund wurde hier über Thiolgruppen λ-Phagen-DNA an der metallischen 
Seite des Januspartikels angebracht und untersucht, ob über dieses angeknüpfte Molekül eine zusätz-
liche Richtungsstabilisierung erreicht werden kann.     
Des Weiteren wurde in einem zweiten Ansatz untersucht, ob die aus Polystyrol bestehenden Janus-
partikel ersetzt werden können, indem Goldpartikel und DNA-Strukturen direkt zu einem Quasi-Ja-
nuspartikel kombiniert werden, wobei die DNA in Form von mechanisch stabilen DNA-Origami ver-
wendet wurde [80]. Origami sind künstliche gefaltete Strukturen aus einem Templat-Einzelstrang 
sowie gezielt designten Oligonukleotiden und zeichnen sich durch eine unbeschränkte Vielfalt an 
möglichen Formеn [20]. Bei einem Konstrukt aus einem Metallpartikel mit daran angebundenem 
DNA-Origami wird durch eine Laserbestrahlung das Nanopartikel erhitzt und das Origami stellt eine 
thermophoretisch aktive Komponente dar (Abb. 15). Durch seine vorgetreckte tubulare Konforma-
tion ist ein DNA-Origami wirksamer in einer Thermophorese als ein Knäuel. Ein Knäuel übt entro-
piebedingt intramolekulare Konformationsänderungen aus, die einen Störfaktor bei einer kotrolliert 
gerichteten Thermophorese darstellen.  So beträgt der Soret-Koeffizient ST von einem DNA-Origami 
circa 1/K, wohingegen bei einem ungeordneten DNA-Knäuel etwa 0,8/K [80]. 
 
 
 
  
  
 
   
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Schema der Thermophorese eines lokal erhitzten Metallpartikel-DNA-Origami-Konstruktes [80].  
NP – Nanopartikel, r – Abstand von der Metalloberfläche, T – Temperatur. 
 
Als ein weiterer Ansatz können Submikrokanäle eine mögliche präzise Lösung zur Überwindung der 
Probleme bei einer Richtungskontrolle darstellen.  Wenn die Kanalbreite kleiner als die Länge des 
Metallpartikel-DNA-Origami-Konstruktes ist, dann wird eine „rollende“ Rotationsbewegung unter-
drückt und es bleibt nur eine stabilisierende Rotation entlang der Origamiachse übrig. Somit wird 
eine effektive Richtungskontrolle des Konstruktes entlang dem Kanal ermöglicht.
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Arbeitsetappen 
 
Wesentliche Arbeitsetappen für die Bearbeitung des Themas sind die softlithographische Herstellung 
von Kanälen in einem transparenten Material, die Integration von Kanälen in die Messanordnung 
eines Fluoreszenzmikroskops und einer Quellen- und Mess-Einheit sowie schwerpunktmäßig Expe-
rimente mit mikrometerlangen DNA-Molekülen unter einer zweidimensionalen Einschränkung und 
dem Einfluss des elektrischen Feldes. 
 
3.2 Lambda-DNA 
 
Die von New England Biolabs (NEB) gelieferte eingefrorene λ-DNA-Lösung mit einer Konzentra-
tion von 500 ng/µl wurde bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, zu Volumina von je 20 µl aliquotiert 
und für eine lange Lagerung wieder eingefroren. Für laufende Experimente wurde eine aufgetaute 
Aliquote mit entionisierten Wasser auf 100 µl aufgefüllt, in einer Minizentrifuge kurz homogenisiert 
und 10 min bei 65 °C temperiert. Die Aufheizung der λ-DNA diente zum Aufschmelzen der selbst-
komplementären 12-Basenüberhänge. Nach der Abkühlung auf RT wurde die Konzentration mithilfe 
der UV-Spektroskopie bei 260 nm Lichtwellenlänge bestimmt. Weiterhin wurde die Qualität der ein-
gesetzten DNA mittels der Gelelektrophorese mit 0,5 Gew% Agarose von Biozym in 0,5x TAE-Puf-
fer (Anhang) überprüft (Abb. 16). Dabei wurde zum Vergleich ein Standard mit bekannter DNA-
Zusammensetzung und Konzentration mitaufgetragen. Probenvolumina betrugen pro Geltasche 12 µl 
mit ca. 50-100 ng DNA. Davon entfielen 2 µl auf 6x-Ladepuffer von NEB. Dieser Ladepuffer enthält 
Bromphenolblau zum Visualisieren des Elektrophoresevorganges, Polysaccharid zur Dichtesteige-
rung als Hilfe bei der Befüllung von Taschen, Tris-HCl als Puffer, EDTA und Natriumdodecylsulphat 
zum Deaktivieren von Nukleasen. Die Elektrophorese wurde 1,5-2 h bei 5 V/cm durchgeführt. An-
schließend wurde das Gel in etwa 40 ml 0,5x TAE-Puffer mit ca. 5 µl DNA-Fluorophor Sybr Gold 
von Life Technologies 15 min markiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Geldokumentationssystem 
LAS-1000 von Fujifilm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Beispielgel mit vollständiger l-DNA in der Bande links und mit Fragmenten der mit dem Restriktions-
enzym HindIII geschnittenen l-DNA in den rechten Banden zur Veranschaulichung des Laufverhaltens (0,5 % Aga-
rose, 0,5x TAE-Puffer, 5 V/cm, 1,5 h). 
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Die DNA-Aliquote für laufende Experimente wurde im Kühlschrank gelagert. Nach mehr als zwei 
Tagen Lagerung wurde diese λ-DNA-Probe vor einem Experiment wieder aufgeheizt. Ungefähr nach 
einem Monat degradierte eine aufgetaute λ-DNA-Probe soweit, dass sie durch eine frische Aliquote 
ersetzt werden musste. 
 
3.3 Herstellung submikrofluidischer Kanäle mittels Softlithographie 
 
Die Kanäle für DNA-Experimente wurden in transparenten vernetzbaren Polymermischungen 
Hart-PDMS von ABCR (Tab. 1) und Ormostamp von Micro Resist Technology geformt und mit 
Mikroskopie-Deckgläschen abgedeckt. PDMS wurde thermisch bei 90 °C 15-20 min vernetzt. Die 
Vernetzung von Ormostamp erfolgte photochemisch nach 20 min mit einer UV-Handlampe von He-
rolab bei der Peakwellenlänge 365 nm.  
 
Komponente Hersteller, Produktnr. Menge 
(7-8 % Vinylmethylsiloxan)-dimethylsiloxan-Copolymer  ABCR, AB116647 425 mg 
1,3,5,7-Tetratmethyl-1,3,5,7-tetravinyl-cyclotetrasiloxan ABCR, AB109175 2 µl 
Platindivinyltetramethyldisiloxan-Komplex in Xylen, 2,3 %Pt ABCR, AB146697 0,5 µl 
(25-35 % Methylhydrosiloxan)-dimethylsiloxan-Copolymer ABCR, AB109380 125 mg 
 
Tabelle 1: Komponenten für die Hart-PDMS-Mischung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: Schematische Darstellung der Masterstruktur mit der kleinsten Strukturbreite 100 nm,  
graue Flächen sind Erhebungen. 
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Für die Softlithographie wurden am Leibniz-Institut für Photonische Technologien in Jena drei ver-
schiedene Masterstrukturen elektronenlithografisch gefertigt. Die symmetrischen Master gleichen 
sich im Grunddesign: zwei Bereiche mit runden Vertiefungen, dazwischen 28 stufenartig und 4 kon-
tinuierlich verjüngten linearen Erhebungen (Abb. 17). Die drei verschiedenen Master unterscheiden 
sich in der Höhe und der korrespondierenden minimalen Strukturbreite: 375, 175 und 100 nm. Die 
Strukturen bestehen aus einem elektronensensitiven Polymerlack, welcher auf einen Siliciumwafer 
aufgebracht ist. Zusätzlich besitzen die Master eine Antihaftschicht. Der Polymerlack zeigt einige 
Fehlstellen. Die Master erscheinen aufgrund von Lichtinterferenzen in dünnen Schichten analog zu 
Ölflecken auf Wasser farbig. (Abb. 18) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Lichtmikroskopie-Aufnahmen eingesetzter Masterstrukturen. 
 
Die nach einer Abformung entstehenden Repliken zeigten die inverse Struktur. So wurden die runden 
Vertiefungen in einer Polymerreplik zu Pollern. Die Funktion dieser Poller ist die Stabilität der Mik-
rofluidikzelle gegen einen Kollaps und die Vereinzelung der zu untersuchenden Biomoleküle zu ge-
währleisten. Die linearen Erhebungen wurden in einer Polymerreplik zu Kanälen mit einer konstanten 
Tiefe. Vier sich kontinuierlich verjüngende Kanäle waren für Experimente mit DNA-Recoiling kon-
zipiert. 28 sich stufenweise verjüngende Kanäle waren für die DNA-Experimente bei unterschiedli-
chen Graden der räumlichen Beschränkung gestaltet. Diese Kanäle waren in 100 µm-lange Bereiche 
unterschiedlicher Breite unterteilt. So hatten sie auf jeder Seite einen sich kontinuierlich von 20 µm 
auf 1 µm verjüngenden Trichterbereich und die linearen Bereiche der Breite 1 µm, 500 und 
375/300 nm. Die 175 und 100 nm-Master wiesen in der Kanalmitte zusätzlich einen 100 µm-langen 
Abschnitt mit einem quadratischen Tiefenprofil mit Maßen entsprechend 175 oder 100 nm auf.  
Das Hart-PDMS wurde für die Abformung der 375 nm-Struktur eingesetzt. Für die 175 nm- und 
100-nm-Strukturen wurde das formstabilere Ormostamp verwendet. Die Strukturrepliken wurden aus 
zwei Schichten hergestellt: Sylgard 184 von Dow Corning und eine dünne Schicht aus Hart-PDMS 
oder Ormostamp. Das vernetzte elastische Sylgard 184 wirkte wie ein flexibles Kissen, welches die 
mechanischen Spannungen in der spröden Oberschicht sowohl während der Abformung vom Master 
als auch während der Anbindung am Deckgläschen abbaute. Sylgard 184 wurde im Verhältnis Ver-
netzer zu Grundmasse von 1:10 vermischt und vor einer Anwendung unter Vakuum entgast. Im wei-
teren Verlauf unterschieden sich die Präparationen von Hart-PDMS- und Ormostampstrukturen.  
Bei der Verwendung von Hart-PDMS wurde auf den Master mit der abzubildenden Struktur ein be-
grenzender Ring, z. B. eine abgeschnittene 1 ml-Pipettenspitze mit Ø 8 mm und einer Höhe von ca. 
5 mm, platziert. In diesen Ring wurde ein Tropfen des frisch gemischten Hart-PDMS gegeben und 
für ca. eine Minute zum Ausbreiten gelassen. Anschließend wurde der Ring mit Sylgard 184-Mi-
schung ausgefüllt. Es folgte eine 20-minütige Härtung der Polymermischungen auf dem Master bei 
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90 °C. Aufgrund der hohen Viskosität der zähflüssigen Schichten fand keine Durchmischung wäh-
rend der schnellen Vernetzung statt. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur wurde die vernetzte 
Replik durch ein vorsichtiges seitliches Drücken mit einem Spatel abgeformt und vom nicht mehr 
benötigten Ring befreit. Die Replik wurde unter einem Stereomikroskop mit einer Rasierklinge zu-
rechtgeschnitten, so dass nur ein etwa 1 mm-breiter Streifen mit der Struktur übrig blieb.  
Im Fall der Ormostamp-Strukturen wurde das vorher gehärtete Sylgard 184-„Kissen“ in Form eines 
Streifens der Länge 1 cm, Höhe 3 mm und Breite unter 1 mm zurechtgeschnitten. Dieser Streifen 
wurde nacheinander 1 min in Luftplasma von Plasma Prep III (SPI Supplies, USA) aktiviert, mit 
Ormostamp fein benetzt, 10 min bei 100 °C temperiert, bei RT gegen den Master gepresst und ab-
schließend mit UV-Licht bei 365 nm gehärtet. Kein Druck wurde während der UV-Bestrahlung aus-
geübt. Das Abformen der Ormostamp-Strukturen erfolgte aufgrund der starken Haftung zwischen 
Ormostamp und Unterlage in einer mit Wasser gefüllter Petrischalen. Auf diese Weise konnte die 
Adhäsion zum Master minimiert werden und eine möglichst stressfreie Abformung des recht harten 
und spröden Ormostamps realisiert werden. (Abb. 19) 
 
    
 
   
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Schematische Darstellung der Softlithographieprozesse unter Verwendung von Hart-PDMS (A) und 
Ormostamp (B). 
 
In einige Ormostamprepliken wurden passend zugeschnittene TEM-Netzchen integriert (Abb. 20), 
um damit ein mikrometergenaues Koordinatensystem als Orientierungshilfe während der Mikrosko-
pie zu erhalten. Die verwendeten Netzchen S162-4 von Plano haben die Fensterbreite 42 µm2 und die 
Stegbreite 20 µm. Für die Integration wurde zuerst der Polymerträgerfilm durch eine fünfminütige 
Behandlung in Luftplasma entfernt, das Netzchen mit einer Rasierklinge auf die Strukturbreite ge-
schnitten und mit einer Pinzette auf einen mit Luftplasma aktivierten PDMS-Streifen gelegt. Die wei-
tere Prozedur für die Ormostampabformung erfolgte wie oben beschrieben. 
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Abbildung 20: Ormostampreplika mit integriertem TEM-Netzchen als Orientierungshilfe. 
 
Um den Durchfluss in Mikrofluidikexperimenten allgemein zu erhöhen, wurde als eine weitere Mo-
difizierung ein zentraler Mikrokanal eingeführt. Dafür wurde in die Mitte einer Masterstruktur eine 
Glasfaser mit 20 µm-Durchmesser und einer Länge über 1 mm parallel zu den Kanälen gelegt. Die 
Positionierung erfolgte mittels einer Pinzette und unter Beobachtung in einem Stereomikroskop. Die 
Glasfaser wurde nach der Abformung an den überstehenden Enden mit Pinzette entfernt, so dass ein 
Mikrokanal entstand (Abb. 21). 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
Abbildung 21: Ormostampabformung mit einem Mikrokanal, hergestellt mit einer Glasfaser. 
 
Die Oberflächenrauheit der Repliken wurde am Rasterkraftmikroskop (Cypher, Asylum Research) 
gemessen. Die Abformtreue der Repliken gegenüber den Mastern wurde im REM (Neon 40, Zeiss) 
und AFM überprüft. 
Die softlithografisch hergestellten Strukturen wurden für mikrofluidische Experimente mit Mikro-
skopiegläschen der Größe 24x24 mm2 und der Stärke 0 (85-130 µm dick) abgedeckt. Diese Gläschen 
wurden zuvor nach folgender Prozedur gereinigt: 5 min Ultraschallbad in Dichlormethan, 5 min Ult-
raschallbad im absoluten Ethanol, reichliches Spülen mit destilliertem Wasser und das abschließende 
Trocknen im Stickstoffstrom. Weiterhin wurden die Gläschen mit Flächenelektroden versehen. Dafür 
wurden die Gläschen so mit PDMS-Streifen aus Sylgard 184 abgeklebt, dass zwei freie Inseln mit 
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einem definierten Abstand, z.B. 0,5 oder 2 mm, zu einander entstanden. Dann wurden sie mit 
ca. 5-10 nm Titan als Haftvermittler und anschließend innerhalb einer Stunde, um die Titanoberfläche 
möglichst frisch zu halten, mit 30 nm Platin beschichtet. Die Titanbeschichtung erfolgte mit der Mag-
netronsputteranlage LS730 von Ardenne. Zu beachten war, dass sich dabei das Erreichen des Arbeits-
vakuums durch das Entgasen der PDMS-Streifen verlangsamt hat. Platin wurde in der Gleichstrom-
sputteranlage Leica EM SCD 500 aufgedampft. Nach der Bedampfung wurde die PDMS-Abdeckung 
entfernt und bei nächsten unbedampften Gläschen wiederverwendet. Es entstanden zwei isolierte Pla-
tinelektroden auf jedem Gläschen (Abb. 22A). Der nächste Arbeitsschritt war die Abdeckung einer 
Replikstruktur mit einem Deckgläschen. Dafür wurden sowohl die Hart-PDMS- oder Ormostamprep-
lik als auch das Deckglas frisch vor dem Anbinden im Luftplasma 1 min lang aktiviert, dann zwischen 
den Platin-elektroden in Kontakt gebracht und unter Beobachtung in einem Stereomikroskop an den 
Stellen mit sichtbaren Luftblasen zusammengedrückt. Danach wurden seitlich der Polymerstruktur 
hydrophobe Barrieren aus Parafilm angebracht. Dafür wurde ein quadratisches Parafilmstück der Flä-
che ca. 1,5x1,5 cm2 zurechtgeschnitten, in der Mitte mit einer Lochzange mit Ø 4 mm gelocht, in 
zwei gleiche Stücke mit Rasierklinge geteilt, jeweils auf einer Seite 1 min in Luftplasma aktiviert und 
mit der aktivierten Seite nach unten auf die Deckgläschen aufgebracht. Die ausgestanzten Halbkreise 
sollten sich dabei gegenüber den Kanaleingängen und die Parafilmflanken möglichst nah am Poly-
merstreifen befinden. Die undichten Stellen an den Enden der Polymerstreifen und zwischen den 
Enden der Parafilmstücken wurden mit Ormostamp-Tropfen abgedichtet und 20 min mit UV-Licht 
gehärtet. (Abb. 22B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
Abbildung 22: A Prozessschritte bei der Auftragung derPlatinelektroden auf Deckgläschen, B fertige Mikrofluidik-
Struktur. 
 
3.4 Verwendete Pufferlösungen für Streckungsexperimente  
 
Im Laufe der Mikrofluidikexperimente wurden Pufferlösungen unterschiedlicher Zusammensetzung 
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getestet. In der nachfolgenden Tabelle sind die wesentlichen Parameter der Experimentierlösungen 
zusammengefasst, die für die Experimente zur DNA-Streckung verwendet wurden. 
 
Experimentierlösung Zusammensetzung Ionenstärke (mM) 
Puffer I 0,5x TAE-Puffer mit  2 Vol% Mercaptoethanol, pH 8 17,7 
Puffer II 0,5x TAE-Puffer mit  1 Vol% Mercaptoethanol, pH 8 16,3 
Puffer III H2O mit  1 Vol% Mercaptoethanol, pH 6,5 0,05 
 
Tabelle 2: Die wichtigsten verwendeten Experimentierlösungen. 
 
Die Ionenstärke der Experimentierlösungen lässt sich aus den Anfangskonzentrationen der Kompo-
nenten, den zugehörigen Dissoziationskonstanten bei 25 °C und dem gemessenen pH-Wert 8 berech-
nen.  Diese Berechnung ist am Beispiel des Puffer I in der Tabelle 3 veranschaulicht. 
 
Eingewogene Komponenten c0 
(mM) 
Ionen in Lösung cGleichgewicht 
(mM)  
Ladung in 
Lösung 
- - Hydronium (H3O+) 10-5 (aus pH 8) +1 
- - Hydroxid-Anion (OH-) 10-3  –1 
Mercaptoethanol (pKS 9,7 [81]) 285 Mercaptoethanol-Anion 5,575 –1 
TRIS (pKB 5,93 [81]) 20 Tris-Kation 10,80 +1 
Eisessig (pKS 4,76 [81]) 10 Acetat 9,99 –1 
EDTA (pKS1-6: 0,0; 1,5; 2,0; 
2,69; 6,13; 10,37 [82]) 
1 H6A2+ 2,46·10-28 +2 
 H5A+ 2,46·10-20 +1 
  H3A- 7,78·10-8 –1 
  H2A2- 1,55·10-2 –2 
  HA3- 0,98 –3 
  A4- 4,91·10-3 –4 
 
Einprotonige Säuren und Basen 
𝐾ò = 𝑐(𝐴N) ⋅ 𝑐(𝐻O𝑂[)/(𝑐@(𝐻𝐴) − 𝑐(𝐴N)) 𝐾< = 𝑐(𝐵𝐻[) ⋅ 𝑐(𝑂𝐻N)/(𝑐@(𝐵)
− 𝑐(𝐵𝐻[)) 
𝑐(𝐴N) = 𝐾ò ⋅ 𝑐@(𝐻𝐴)/(𝑐(𝐻O𝑂[) + 𝐾ò) 𝑐(𝐵𝐻[) = 𝐾< ⋅ 𝑐@(𝐵)/(𝑐(𝑂𝐻N) + 𝐾<) 
 
Mehrprotoniges Systems am EDTA-Beispiel [82] 
𝛼ùûBlü + 𝛼ù†Bü + 𝛼ù°¢ + 𝛼ù£B§ + 𝛼ùlBl§ + 𝛼ùB£§ + 𝛼B°§ = 1 
𝛼ùûBlü =
𝑐(𝐻O𝑂[)P
𝐷  𝛼ù†Bü =
𝐾ò^ ⋅ 𝑐(𝐻O𝑂[)•
𝐷  ... 
𝛼B°§ =
𝐾ò^𝐾ò+𝐾òO𝐾ò¶𝐾ò•𝐾òP
𝐷  
𝐷 = 	𝑐(𝐻O𝑂[)P + 𝐾ò^ ⋅ 𝑐(𝐻O𝑂[)• + 𝐾ò^𝐾ò+ ⋅ 𝑐(𝐻O𝑂[)¶ + ... +	𝐾ò^𝐾ò+𝐾òO𝐾ò¶𝐾ò•𝐾òP 
 
𝐼 =
1
2%𝑐'
(
'
⋅ 𝑧'+ (1) 
 =
1
2 ⋅
(10N• + 10NO + 5,575 + 10,8 + 9,99 + 2,46 · 10N+® ⋅ 4 + ⋯ )	𝑚𝑀 ≈ 17,7	𝑚𝑀 
 
Tabelle 3: Ionenstärke-Kalkulation für den Puffer I (0,5x TAE mit 2 Vol% Mercaptoethanol, pH 8).  
KS – Säurekonstante, HA – Säure, KB – Basenkonstante, B – Base, c – Konzentration, 
 𝛼ùûBlü – Anteil der Form H6A
2+ an der EDTA-Konzentration, I – Ionenstärke, i – Ionenspezies, z – Ladung. 
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3.5 Befüllen von Kanälen und das gezielte Bewegen von DNA im elektrischen Feld  
 
Vor einem DNA-Experiment wurde in die von Parafilm begrenzten Kanaleingänge für mindestens 
30 min je 10 µl 0,5x TAE-Puffer mit 1 Gew% Pluronic F-127 gegeben und anschließend dreimal mit 
je 10 µl Experimentierlösung ohne Pluronic ausgetauscht. Die Inkubation mit dem nichtionischen 
Tensid Pluronic diente zum Minimieren der unspezifischen Adhäsion von DNA an Oberflächen der 
Mikrofluidikzelle. Dieses erste Befüllen musste kurz nach der Fertigstellung der Zelle erfolgen, damit 
sich der hydrophile Charakter von Oberflächen nach der Plasmabehandlung nicht nach und nach 
durch die Abreaktion der OH-Gruppen verminderte. Wenn das Befüllen erst nach einem Tag nach 
der Plasmabehandlung erfolgte, wurden die Submikrokanäle nicht vollständig gefüllt. In der Hell-
feldbeleuchtung des Mikroskops waren die ungefüllten Kanalbereiche aufgrund des Brechungsinde-
xunterschieds zwischen Luft und Wasser erkennbar. Deswegen wurden die Mikrofluidikexperimente 
am Tag der Herstellung der Mikrofluidikzelle durchgeführt. Das alternative, jedoch langwierigere, 
Vorgehen zum Befüllen von Submikrokanälen umfasste zuerst die Gabe von Ethanol und dann den 
stufenweisen Austausch mit Pufferlösung. Ethanol (γ ≈ 22 mN/m bei 25 °C) besitzt rund ein Drittel 
der Oberflächenspannung von Wasser (γ ≈ 73 mN/m bei 25 °C) [83] und ist somit besser zum Benet-
zen von kleinen Strukturen geeignet. Bei dieser alternativen Methode mussten die Mikrofluidikzellen 
nicht frisch vor einem Experiment zur DNA-Streckung hergestellt werden. Der hydrophile Charakter 
der Oberflächen wurde hier die vorherige temporäre Benetzung mit Ethanol erzielt. 
Für die eigentlichen DNA-Experimente wurden gleiche Tropfen zu je 8 µl markierte DNA in die 
Halbkreise vor den Kanälen gegeben. Wegen der offenen Bauweise der Zellen wurden nach jeweils 
15-20 min neue Probentropfen verwendet, um Verdunstungseffekten entgegenzuwirken. Das E-Feld 
wurde mit der Quellen- und Mess-Einheit Keithley 2602B erzeugt und mithilfe der Mikropositionie-
rer SUSS PH100 mit Wolframnadeln an die Platinflächenelektroden einer Mikrofluidikzelle angelegt. 
Anhand der Änderungen des ohmschen Widerstrandes ließ sich genau überprüfen, ob die Kanäle 
gefüllt waren.  
Trotz gleicher Tropfenvolumina entstand in Kanälen ein hydrodynamischer Fluss. Durch das Einstel-
len eines passenden elektrischen Feldes wurde versucht, einen stationären Zustand zu errei-
chen. (Abb. 23) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: Schema der Experimentieranordnung. 
 
Mikrofluidikexperimente wurden stets bei etwa 23 °C durchgeführt. 
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3.6 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von DNA im elektrischen Feld 
 
DNA-Streckung und -dynamik wurden mithilfe des Fluoreszenzmikroskops Axiovert 200 M von 
Zeiss mit inverser Anordnung, ausgestattet mit einer CCD-Kamera Cascade 512B von Photometrics, 
dokumentiert. Es wurden ein 100-faches Ölimmersionsobjektiv mit der numerischen Apertur 1,45 
und ein für Fluorescein optimierter Filtersatz 09 von Zeiss (Anregungsfilter 450-490 nm, Strahlteiler 
bei 510 nm, Emissionsfilter ab 515 nm) verwendet. In Kombination mit einem 10-fachen Okular 
ergab sich eine 1000-fache Vergrößerung. Bei dieser Vergrößerung umfasste das beobachtete Sicht-
feld 80x80 µm2. In diesen Bereich passten gleichzeitig 80 µm-lange Abschnitte von drei parallel an-
geordneten Kanälen. Einzelne DNA-Moleküle wurden bis 100 mal während eines Zeitintervalls von 
bis ca. 6 s aufgenommen. Die typische Belichtungszeit für Videoaufnahmen lag bei 50 ms. Die Bild-
rate betrug dabei 17,2 Aufnahmen pro Sekunde. Diese Aufnahmegeschwindigkeit ist langsamer als 
die theoretische Bildrate 1000 ms / 50 ms = 20 und ist durch eine gerätespezifische Totzeit durch die 
mechanische Bewegung des Kameraverschlusses bedingt. 
λ-DNA wurde mit YOYO-1 von Life Technologies im Verhältnis 1 Fluorophor pro 5 Basen-
paare DNA am Experimentiertag markiert. Dafür wurden 500 µl 0,5x TAE-Puffer nacheinander mit 
15 pmol YOYO-1 und 50 ng DNA gemischt. 50 ng DNA entspricht 76 pmol bei durchschnittlicher 
Molmasse 660 g/mol pro Basenpaar. Abschließend wurde die Probelösung mit Stickstoff durchströmt 
und mit 10 µl Mercaptoethanol (entspricht 2-Vol%) versetzt. Nach jeder Zugabe wurde die Lösung 
einige Sekunden in einer Minizentrifuge bei einer kleinen Rotationsgeschwindigkeit homogenisiert. 
Die Vorbereitungsexperimente erfolgten zum größten Teil unter gedimmten Lichtverhältnissen oder 
unter Gelblicht, um das Ausbleichen des Fluorophors zu minimieren. 
Die Bildbearbeitung und -auswertung durch Kontrast- und Helligkeitsanpassung, Hintergrundabzug, 
Moleküllängenmessungen und das Einfügen von Maßbalken erfolgte mit dem Open Source-Pro-
gramm ImageJ. Zusätzlich wurde das freie ImageJ-Makro MicroTubBleach der University of Lei-
cester für die Erstellung von Position-Zeit-Diagrammen, auch Kymographe genannt, verwendet. Mit 
diesem Makro wurden Videos von individuellen DNA-Molekülen in Serien von Molekülaufnahmen 
in einer Falschfarben-Darstellung umgewandelt. In der Falschfarben-Darstellung entspricht die rote 
Farbe einer großen Helligkeit und damit einer großen Moleküldichte, die blaue Farbe entspricht einer 
kleinen Helligkeit. Diese Farbenzuordnungen sind rein qualitativ. 
 
3.7 Herstellung von Submikrokanälen mit einem fokussierten Ionenstrahl  
 
Zwei Methoden wurden angewandt, um das Hart-PDMS für die Bearbeitung mit FIB leitfähig zu 
machen: Das Vereinigen der unvernetzten Mischung mit CNT und die temporäre Bedeckung gehär-
teter Proben mit 5-10 nm Goldschicht.  
Für die Herstellung des Hart-PDMS-CNT-Komposites wurde eine frische Polymermischung ohne 
Pt-Katalysator in einem 2 ml-Reaktionsgefäß vorgelegt (Tab. 1) und dazu 1 Gew% MWCNT (mehr-
wandige Kohlenstoffnanoröhren) gegeben und mit einer Pipettenspitze, soweit möglich, vermischt. 
Diese MWCNT stammten aus einer Synthese durch die Lichtbogenentladung. Das Homogenisieren 
erfolgte mit dem Ultraschallfinger 250-D von Branson. Das Probengefäß wurde währenddessen in 
einem Eisbad gekühlt. Die folgenden Geräteeinstellungen wurden verwendet: Dauer 10-20 min, 
Pulse on 3 s, Pulse off 1 s und Amplitude 10-20 %. Die Pulse-off-Intervalle dienten zum thermischen 
Ausbalancieren der Mischung. Anschließend wurde zu der entstandenen, schwarzen, pastösen Masse 
der Pt-Katalysator zugegeben und mittels einer kleinen Pipettenspitze vermischt. Wenn der Kataly-
sator gleichzeitig mit anderen Komponenten zugegeben wurde, erhärtete die Mischung durch den 
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intensiven Energieeintrag während der Ultraschallbehandlung. Selbst eine Eiskühlung konnte dies 
nicht verhindern. Die fertige pastöse Mischung wurde auf die Masterstruktur mit einem Spatel auf-
getragen. Die weitere Prozedur folgte der Beschreibung im Kapitel 3.3 für die Hart-PDMS-Abfor-
mung. 
Für die alternative Methode wurde eine temporäre Goldschicht in einer Gleichstromsputteranlage von 
Leica auf eine vernetzte Hart-PDMS-Oberfläche aufgedampft. Diese Oberfläche wurde vorher nicht 
mit Plasma aktiviert, um die Adhäsion von Gold nicht zu begünstigen. So blättert die Goldschicht 
nach der Strukturierung der Oberfläche mit FIB durch die nachträgliche Behandlung der Proben in 
einem konventionellen Ultraschallbad nach ca. 10-20 min ab.    
Die Strukturierung einer Hart-PDMS-Oberfläche erfolgte am kombinierten REM/FIB-Gerät Zeiss 
Neon 40, ausgerüstet mit einer Galliumionenquelle und einem Gasinjektionssystem (GIS). Ein Io-
nenstrom der Stärke 10 pA wurde verwendet. Fluor wurde während der Schnittvorgänge über die zu 
bearbeitende Oberfläche injiziert, um durch die Umsetzung von PDMS mit diesem reaktiven Gas die 
Flüchtigkeit des abzutragenden Materials zu erhöhen. Ohne Fluorstrom setzte sich das abzutragende 
Material zum Teil an den Kanalrändern ab und bildete Wälle. Die Oberflächenstrukturierung erfolgt 
am Koinzidenzpunkt der Elektronen- und Ionenstrahlen, um den Bearbeitungsvorgang gleichzeitig 
im REM-Modus zu visualisieren. (Abb. 24) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 24: Schema der Strukturierung mit fokussiertem Ionenstrahl (GIS – Gasinjektionssystem). 
 
3.8 Teilplatinierung von DNA 
 
Kaliumtetrachloroplatinat K2PtCl4 und Platin(II)-nitrat Pt(NO3)2 wurden für die DNA-Metallisie-
rungsversuche verwendet. Es wurden Metallsalzlösungen in 0,5x TAE-Puffer mit pH 8, in Reinst-
wasser und in Phosphatpuffer mit pH 8 (Anhang) getestet. Zum Teil wurde der Stabilisator Natri-
umcitrat und die Kühlung mit Eis während der Reduktionreaktion eingesetzt. Die Metallreduktion 
erfolgte mit einer UV-Lampe von Herolab bei 254 nm-Peakwellenlänge mit der Energiedosis von 
ca. 100 mJ/(s∙cm2). Alternativ erfolgte die Fotoreduktion im Mikroskop Zeiss Axiovert 200 M in ei-
nem kontinuierlichen Lichtspektrum mit einer unspezifizierten Energiedosis. Vor der Reduktion 
wurde DNA in Metallsalzlösung einige Stunden inkubiert. 
Die platinierte DNA wurde mit Licht-, Transmissionselektronenmikroskopie und Gelelektrophorese 
charakterisiert. Die Gelelektrophorese erfolgte analog zum Abschnitt 3.2 mit den Unterschieden, dass 
0,2 und 0,3 %-ige Gele und zum Teil YOYO-1-Fluoreszenzmarkierung wie im Abschnitt 3.6 anstatt 
nachträglicher Sybr Gold-Markierung verwendet wurde. Für TEM wurden Netzchen S162-4 (Form-
Material und Methoden 
 32 
var-Film auf Kupfer) von Plano genutzt. Dafür wurden diese Netzchen 20 s in Luftplasma bei mini-
maler Plasmahelligkeit beglimmt, 5 min mit 5 µl Probe inkubiert, durch das Abziehen des Proben-
tropfens mit einem fusselfreien Papier getrocknet, in einen Wassertropfen zum Waschen getaucht 
und anschließend wieder durch Absaugen mit Papier getrocknet. Ein verwendetes TEM-Gerät ist 
Zeiss Libra 120 mit LaB6-Quelle mit der Beschleunigungsspannung 120 kV, CCD-Kamera von 
Tröndle Restlichtverstärker Systeme und iTEM-Software von Olympus.  Das zweite verwendete ge-
nauere TEM ist Zeiss Libra 200MC mit Schottky-Quelle mit der Beschleunigungsspannung 200 kV, 
Ω-Monochromator, CCD-Kamera TemCam F416 und Softtware EM-MENU4 von Tietz Video and 
Image Processing Systems (TVIPS).   
 
3.9 Herstellung thermophoretischer Schwimmer 
 
Der Entwurf und die Herstellung von DNA-enthaltenden thermophoretischen Schwimmern ist ein 
mehrstufiger Prozess, welcher im Arbeitskreis optimiert wurde [79], [80]. Im Fokus dieser Disserta-
tion steht die Charakterisierung dieser Schwimmer, deswegen wird die Synthese im Folgenden im 
Allgemeinen zusammengefasst. Für die Herstellung der thermophoretischen Schwimmer wurde 
DNA (λ-DNA oder alternativ DNA-Origami) über Thiolgruppen an die goldbeschichteten Polysty-
rolpartikel (Janus-Partikel) oder Goldnanopartikel angebunden. Thiolgruppen wurden über komple-
mentäre Oligonukkleotide in die λ-DNA und Origami-Struktur eingeführt.  
Für die Herstellung von DNA-Origami (6-Helixbündel und 24-Helixbündel) wurden der Templat-
Einzelstrang M13mp19 als Basis genommen. Im Programm caDNAno wurden die dazu komplemen-
tären Oligonukleotide so entworfen, dass sie während der Hybridisierung den Templatstrang in die 
gewünschte Form der 6- oder 24-Helixbündel gefaltet haben. Die Hybridisierung des Templatsranges 
mit den Oligonukleotiden erfolgte in einer gepufferten Lösung mit 12,5 mM Mg2Cl, um die Absto-
ßung der negativ geladenen DNA-Helices in einem dicht gepackten Origami zu kompensieren. Die 
Lösung wurde zuerst auf 80°C erhitzt und anschließend langsam abgekühlt, um eine fehlerfreie Ori-
gamifaltung zu ermöglichen. Vor dem Zusammenführen mit DNA-Origami wurden Goldnanoparti-
kel entweder mit Oligonukleotiden oder mit dem nichtionischen Tensid Pluronic F127 in Lösung 
stabilisiert. Eine solche Stabilisierung ist notwendig, weil Goldnanopartikel sonst in einem Magne-
sium-enthaltenden Puffer agglomerieren und ausfallen. Die Aufreinigung der Goldnanopartikel-
DNA-Origami-Konstrukte erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. 
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4. Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Herstellung von Submikrokanälen 
 
4.1.1 Softlithographische Herstellung von Hart-PDMS-Kanälen 
 
Die Geometrie der Polymerrepliken zeigte Abweichungen zu den Abmessungen der Masterstruktur. 
So wurde bei Hart-PDMS die untere Kanalbreite genau reproduziert, während die obere Kanalbreite 
um ca. 40 % größer war (Abb. 25). Dies könnte auf Deformationskräfte während der Entformung 
zurückgeführt werden. Die Replikentiefe entsprach der Profilhöhe der Masterstrukturen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: REM-Aufnahme eines gekippten Querschnitts im schmalsten Kanalbereich der 375-nm-Hart-PDM-
Replik. Das gewünschte quadratische Profil ist verzerrt. (Probe für Leitfähigkeit mit ca. 10 nm Kohlenstoff bedampft). 
 
Nach dem Abdecken mit einem Mikroskopiegläschen waren die 375-nm Repliken formstabil, wäh-
rend die 175-nm- und 100-nm-Repliken zum Teil kollabierten (Abb. 26). Diese Deformation war 
besonders in flachen Replikbereichen mit einem großen Aspektverhältnis ausgeprägt. Die betroffenen 
Bereiche waren die Eingangszonen vor Kanälen. Dadurch wurde der Zugang von Flüssigkeit in die 
Kanäle während der Mikrofluidikexperimente verhindert. Die Kanalbreiten, ab denen der Kollaps 
auftrat, variierten um den Mittelwert 4,5 ± 2,27 µm mit einer großen relativen Standardabweichung 
von ca. 51 %. Das entsprechende Aspektverhältnis (Breite/Tiefe) bei der Repliktiefe 175 nm beträgt 
25,5 ± 12. Die Einflussfaktoren für die große Streuung waren der Druck beim Anbinden eines Deck-
gläschens und Staubpartikel oder andere Verunreinigungen, die wie Stützen entgegen dem Kollaps 
wirken. Die Forschergruppe um Bruno Michel gibt in der Originalpublikation über Hart-PDMS für 
Softlithographie das nutzbare Aspektverhältnis bis 50 an [46]. Das entspricht dem doppelten Wert 
wie hier dargestellt. Jedoch bezieht sich die Publikation bei dieser Angabe auf die Abformgenauigkeit 
einer Replik. Eine Abdeckung, die auf die abgeformten Strukturen einen Druck ausüben würde, 
wurde nicht verwendet. 
Jeffrey Koberstein et al. berichteten, dass eine intensive kurzwellige UV-Bestrahlung zur Bildung 
einer Siliciumdioxidschicht auf einer PDMS-Oberfläche führt [84]. Einige Hart-PDMS-Repliken 
wurden in der vorliegenden Arbeit mit einer 50 W Hochdruckquecksilberlampe bestrahlt, um durch 
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diese Materialmodifizierung die Härte der Proben zu erhöhen. Jedoch führten mehrstündige Bestrah-
lungen zu keiner Verbesserung der Stabilität gegenüber dem Kollaps nach der Abdeckung mit Mik-
roskopiegläschen. Es ist anzunehmen, dass die erzeugbare SiO2-Schicht dafür zu dünn ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Kollaps der Eingangsbereiche von 175-nm-Hart-PDMS-Strukturen beim Abdecken mit Mikroskopie-
gläschen (TAMRA – 5-Carboxytetramethylrhodamin, ein roter Fluorophor). 
 
Das Aspektverhältnis kann mit einem neuen Masterdesign durch das Einfügen von neuen unterstüt-
zenden Pollern optimiert werden. Dieser Ansatz ist jedoch sehr kostenintensiv. Deswegen wurde ver-
sucht dem Einsturz der Mikrostrukturen durch das Ablegen von Mikroobjekten auf Repliken in den 
Eingangsbereichen entgegenzuwirken. Der erste Ansatz bestand im Ablegen von SiO2-Mikroparti-
kel-Dispersion in Ethanoltröpfchen auf Replikoberflächen (Abb. 27A). Nach der Ethanol-Verduns-
tung blieben Inseln von Mikropartikeln übrig, die als zusätzliche Stützen nach der Abdeckung mit 
Gläschen wirkten. Der offensichtliche Nachteil dieses Ansatzes war die fehlende Kontrolle über die 
Positionierung der Partikel an gewünschten Replikstellen. Der verbesserte Ansatz war die gezielte 
Platzierung von Glasmikrofasern mit einer feinen Pinzette in den Eingangsbereichen vor den Kanälen 
(Abb. 27B). Dieser Ansatz war für die 175-Replika erfolgreich. Die manuelle Positionierung der 
Mikrofaser mit Pinzette unter einem Stereomikroskop war jedoch zugleich sehr schwierig in der 
Handhabung. Eine weitere Optimierung an dieser Stelle wäre die Verwendung eines automatischen 
Mikropositionierers.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27: Ansätze für die Vermeidung des Kollapses in Eingangsbereichen von 175-nm-Hart-PDMS-Strukturen 
durch unkontrollierte Ablagerung von Mikropartikeln A oder gezielte Platzierung von Mikrofasern B.  
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4.1.2 Softlithographische Herstellung von Ormostampkanälen 
  
Das im Vergleich zu Hart-PDMS um zwei Größenordnungen härtere Ormostamp ermöglichte die 
Herstellung formstabilerer Repliken sowohl für 175 als auch 100 nm Kanalbreiten, ohne das Problem 
des Kollapses (Abb. 28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: 100-nm-Repliken in Hart-PDMS und Ormostamp abgedeckt mit Glas. 
 
Die abgeformten Ormostamprepliken zeigten bis zu 30 % größere Breiten im oberen Kanalbereich 
(Abb. 29). Das kann mit den Deformationskräften während der Abformung zusammenhängen oder 
auch durch eine Verformung infolge intensiver Elektronenbestrahlung während der REM-Untersu-
chungen zustande kommen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 29: REM-Aufnahmen von Ormostamprepliken in schmalsten Kanalbereichen (Proben für Leitfähigkeit mit 
Platin bedampft). 
 
Die Oberflächenrauheit der Repliken wurde mittels Rasterkraftmikroskopie gemessen. Die unter-
suchten Standorte an der Replik umfassten erhabene Ebenen und Kanalböden. Die erhaltenen mittle-
ren Rauigkeiten liegen sowohl bei Hart-PDMS- als auch bei Ormostamprepliken zwischen 0,2 nm 
und 0,5 nm (Abb. 30). Diese Werte kommen nahe an die Oberflächengüte von Si-Wafern heran, die 
Rauheitswerte im Bereich 0,01-0,2 nm besitzen [85]. 
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Abbildung 30: AFM-Bild einer Ormostampoberfläche nach dem Entformen aus einer Masterstruktur. 
RMS – root mean square (quadratisches Mittel). 
 
Der entscheidende Vorteil der Formstabilität von Ormostamp gegenüber Hart-PDMS wurde von 
neuen kleineren Herausforderungen begleitet. So ist die Herstellung einer verbundenen Doppel-
schicht aus Ormostamp und Sylgard 184 anders als beim System aus Hart-PDMS und Sylgard 184. 
Die Unterlage aus dem konventionellen PDMS Sylgard 184 ist für die Ableitung von Deformations-
kräften während der Abformung nötig [48]. Zudem haben Experimente zur Anbindung von Deck-
gläschen an Hart-PDMS- oder Ormostamp-Repliken gezeigt, dass ohne die nachgiebigen Sylgard 
184-Unterlage keine dichte Verbindung mit Deckgläschen zu erreichen war. Sylgard 184 und Hart-
PDMS ließen sich durch die simultane thermische Härtung miteinander vernetzen. Sylgard 184 und 
Ormostamp konnten dagegen nicht durch die gleichzeitige Vernetzung durch Erwärmung bei PDMS 
und UV-Bestrahlung bei Ormostamp miteinander verbunden werden. Bei diesem Vorgehen bildete 
sich an der Grenzfläche zwischen zwei Materialien eine gemischte Zwischenschicht, die trotz 
Wärme- und UV-Eintrag flüssig blieb. Der veränderte Ansatz bestand darin, eine fertig gehärtete 
PDMS-Unterlage mit Luftplasma zu beglimmen, mit flüssigem Ormostamp zu bedecken, bei erhöhter 
Temperatur um 80 bis 100 °C zu inkubieren und anschließend in UV-Licht mit dem Peakmaximum 
bei 375 nm zu vernetzen. Ein Ormostamp-Tropfen ließ sich auf einer PDMS-Oberfläche erst durch 
Hydrophilisierung infolge einer Luftplasmabehandlung gut ausbreiten. Die Inkubation bei erhöhter 
Temperatur verursachte eine gute Verbindung der zwei Schichten nach der UV-Härtung. Aufgrund 
höherer Festigkeit und einer starken Haftung zum Master erforderte das Entformen von Ormos-
tamprepliken eine deutlich stärkere Kraft verglichen mit Hart-PDMS. Eine Abhilfe verschaffte die 
Durchführung der Entformung unter Wasser, wodurch die Haftung von Repliken zum Master ver-
mindert werden konnte.  
Einen Nachteil von Ormostamp-Kanälen für die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen stellte 
die schwache Eigenfluoreszenz von Ormostamp dar (Abb. 31). Tests mit mehrstündigen Bestrahlun-
gen von Ormostamprepliken mit einer Hochdruckquecksilberlampe führten nicht zum Ausbleichen 
dieser Eigenfluoreszenz. Laut Herstellerangaben von Micro resist technology ist Ormostamp eine 
photovernetzbare anorganisch-organische Mischung auf Polyacrylsäureetser-Basis. Die Mischung 
enthält den Photoinitiator Diphenyl(2,4,6-trimethylbenzoyl)phosphinoxid. Das ist ein aromatisches 
und unter UV-Bestrahlung radikalbildendes Molekül, welches für die Eigenfluoreszenz verantwort-
lich sein könnte.  
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Abbildung 31:  Eigenfluoreszenz einer trockenen Ormostamp-Struktur im Fluorescein-Filtersatz. 
 
Das Problem der Eigenfluoreszenz konnte durch ein höheres Markierungsverhältnis von DNA mit 
Fluorophoren oder eine längere Belichtungszeit verglichen mit Untersuchungen in Hart-PDMS-Ka-
nälen kompensiert werden. Das standardmäßig verwendete Markierungsverhältnis vom YOYO-1 zu 
DNA in PDMS-Kanälen war 1/7,5 bp und die Belichtungszeit 20 ms. Die Parameter für Ormostamp-
Kanäle waren 1/7,5-1/4 bp und 50 ms.  
 
4.1.3 Mit FIB geschnittene Submikrokanäle in Hart-PDMS als hierarchische Erwei-
terung vorhandener Mikrokanäle 
 
Für die Prozessierung mit FIB mussten die Repliken leitfähig gemacht werden. Dafür wurden Kom-
posite aus Hart-PDMS und Kohlenstoffnanoröhren hergestellt. Ein Hart-PDMS-CNT-Komposit, 
welcher vor der Härtung mit Ultraschall homogenisiert wurde, zeigte eine deutlich homogenere in-
nere Morphologie und selbst bei stärkeren Vergrößerungen keine Aufladungen im Elektronenmikro-
skop im Unterschied zur Probe, die nicht mit Ultraschall dispergiert wurde (Abb. 32). Zweipunkt-
messungen auf der Oberfläche eines mit Ultraschall homogenisierten Komposits ergaben den elektri-
schen Widerstand von etwa 20 MW/cm. Dieser Wert weist auf einen schlechten elektrischen Leiter 
hin. Jedoch konnte die Probe ohne Aufladungen im REM visualisiert und mit FIB prozessiert werden. 
Zu beachten ist, dass es zwischen Messspitzen und Kompositoberfläche einen unbestimmten Kon-
taktwiderstand gibt, der beim Bestrahlen der Probe mit hochenergetischen Elektronen während der 
Rasterelektronenmikroskopie entfällt. Elektronen größerer Energie haben größere Eindringtiefe. Au-
ßerdem erfolgte die Ableitung entstehender Ladungen von der Probe in der REM-Gerätekammer 
durch einen großflächigen Kontakt mit Silberlack im Unterschied zu einer feinen Messspitze. 
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Abbildung 32:  Innere Morphologie einer 375-nm Replik aus Hart-PDMS-CNT-Komposit.  
A hergestellt ohne Ultraschall-Behandlung, B vor Härtung mit Ultraschall dispergiert. 
U – Beschleunigungsspannung. 
 
Für das Bearbeiten mit FIB wurde der Bereich einer 375 nm Replik ausgewählt, der wegen Fehlstel-
len im Master nicht abgeschlossene Strukturen aufwies (Abb. 18, links). Diese Fehlstellen wurden 
mit feineren Kanälen mittels FIB ergänzt (Abb. 33). Die Kanäle zeigten einen dreieckigen Quer-
schnitt. Zwei mögliche Erklärungen dafür sind zum einen das zusätzliche Vernetzen von PDMS mit 
Elektronen bzw. Galliumionen und zum anderen das teilweise Wiederauffüllen mit dem abzutragen-
den Material. Im ersten Fall würde an der Probenoberfläche eine kontraktile Zugspannung entstehen, 
die für die Kanalerweiterung während des Schnittvorganges sorgt. Diese Hypothese wird insofern 
bestätigt, dass die Visualisierung von PDMS-CNT-Kompositen mit größeren Beschleunigungsspan-
nungen ab 3 kV bzw. bei starken Vergrößerungen, oder während einer langen Aufnahmezeit zu einer 
merklichen Deformation der Proben führte. Deswegen wurde das Komposit meist bei einer möglichst 
kleinen Beschleunigungsspannung im Bereich von 1-2 kV beobachtet, um den Energieeintrag zu ver-
ringern.  Die minimal erzielte Strukturbreite im oberen Kanalbereich ergab ca. 200 nm. Die Kanal-
länge ist begrenzt durch die Größe des Sichtfeldes im REM, die die Größenordnung von 100 µm2 hat. 
In dieser Hinsicht ist die Methode geeignet um photolithographisch produzierte Mikrostrukturen hie-
rarchisch mit Submikrokanälen zu erweitern. Jedoch waren die Bearbeitungszeiten mit einigen Mi-
nuten für einen Kanal von der Länge von 100 µm zu langwierig, um für jedes DNA-Mikrofluidikex-
periment eine neu präparierte Struktur zu leisten. Das Abdecken von Hart-PDMS mit einer 5-nm-
Goldschicht für die FIB-Bearbeitung erwies sich als einfacher als die Herstellung von PDMS-CNT-
Kompositen. Zudem wird die Probenoberfläche während eines Schnittvorganges mit FIB und wäh-
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rend der Untersuchung im REM verunreinigt und durch die Elektronen- bzw. Ionenbestrahlung che-
misch verändert. Beim Anwenden einer temporären Goldschicht und deren nachträglichen Entfer-
nung in einem Ultraschallbad wurden diese Materialänderungen minimiert. Ebenso wie eine Goldbe-
schichtung ist eine Kohlenstoffbedampfung für die Herstellung einer temporären leitfähigen Schicht 
denkbar. Die nachträgliche Entfernung kann mit Ultraschall oder durch Plasmabehandlung getestet 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 33: Schnitte mit FIB im Hart-PDMS-CNT-Komposit (Bilder links und mittig) und in Hart-PDMS mit 
5 nm-Goldbeschichtung (Bild rechts); Kanalquerschnitte mit Platin gefüllt für formstabile Herstellung sowie Kontrastie-
rung.  
 
4.2 Entwicklung der Versuchsanordnung 
 
4.2.1 Allgemeiner Aufbau 
 
Die mikrofluidischen Experimente innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden am Anfang mithilfe der 
kommerziellen Mikrofluidikanordnung MicCell von Gesim und unter dem Einsatz einer Pumpenvor-
richtung von Harvard Instruments durchgeführt. Um die Flexibilität und Herstellungsgeschwindig-
keit für möglichst vielfältige Experimente zu erhöhen, wurde die Mikrofluidikanordnung wesentlich 
verkleinert, vereinfacht und pumpenlos betrieben (Abb. 34).  
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Abbildung 34:  Die kommerzielle (links) und die miniaturisierte experimentelle Mikrofluidikanordnung (rechts). 
 
Das Weglassen eines Schlauchsystems vermied störende Luftbläschen und beschleunigte die Ver-
suchsdurchführung durch die Verkürzung der Flüssigkeitstransportwege. Andererseits verursachte 
die offene Bauweise der vereinfachten Anordnung ein hydrodynamisches Ungleichgewicht durch die 
nicht absolut gleichen Flüssigkeitsniveaus an den Kanaleingängen und eine allmähliche Konzentra-
tionszunahme durch die Verdunstung im Laufe eines Mikrofluidikexperimentes (Abb. 35A). Die 
Kombination eines elektrischen Feldes und einer durch die Verdunstung verursachten Trocknungs-
front führten zu einer Ablagerung gestreckter DNA (Abb. 35B). Ungefähr alle 20 min wurden frische 
Probentropfen verwendet, um diese Austrocknungseffekte für die Untersuchung des dynamischen 
Verhaltens von DNA in Kanälen zu minimieren. 
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Abbildung 35:  Ausbreitung einer Trocknungsfront am Rand eines Probentropfens ohne (A) und mit E-Feld (B). 
A Puffer: 0,5x TAE mit 0,5 % Mercaptoethanol; l-DNA mit Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 7,5 bp. 
B Puffer II (0,5x TAE mit 1 % Mercaptoethanol); l-DNA mit Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 5 bp. 
 
4.2.2 Elektrische Kontaktierung  
 
Die Kontaktierung zweier Probentropfen an den gegenüberliegenden Kanaleingängen wurde im 
Laufe von Experimenten infolge von Beobachtungen angepasst (Abb. 36). Silberlack, Wolframna-
deln, Kupferklebeband und Platinbeschichtungen wurden dafür verwendet. Aus der Sicht der elekt-
rochemischen Beständigkeit ist Platin unter diesen Metallen besonders vorteilhaft: Die Redoxpoten-
tiale sind E°(Pt/Pt2+) ≈ +1,18 V, E°(Ag/Ag+) ≈ +0,8 V, E°(Cu/Cu2+) ≈ +0,34 V und 
E°(W+H2O/WO2+4H+) ≈ – 0,12 V [83]. Trotz des kleinsten Redoxpotentials ist eine Wolframelekt-
rode aufgrund der Bildung einer schützenden Oxidschicht unbedenklich. Jedoch erzeugen Wolfram-
punktelektroden ein inhomogenes, in Elektrodennähe konzentriertes E-Feld. Elektroden aus Silber-
lack und Platinschichten können hingegen durch eine temporäre Abdeckung vor der Auftragung ge-
nau geformt werden und durch eine parallele Anordnung ein homogenes E-Feld erzeugen 
(Abb. 36D).  Kupferklebeband kann genau zugeschnitten werden. Kupferklebeband und Silberlack 
waren jedoch bedenklich, weil sie außer dem eigentlichen Metall noch zusätzliche Stoffe enthalten. 
Durch das Vorhandensein von unspezifizierten Additiven konnten Nebenreaktionen während der 
Mikrofluidikexperimente nicht ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 36:  Evolution der elektrischen Kontaktierung für die Erzeugung eines E-Feldes zwischen gegenüberliegen-
den Kanaleingängen mittels grober Silberlack-Auftragung (A), Punktelektroden aus Wolfram (B), Kupferklebeband (C) 
und aufgedampfte Platinschichten (D). Dazugehörige Simulationen der Form des elektrischen Feldes in Abhängigkeit 
von der Elektrodengeometrie wurden mit der freien Software E-Feld der LMU München erstellt.  
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Punktelektroden hatten neben einem inhomogenen elektrischen Feld den Nachteil, dass es an einer 
der Elektroden zu einer konzentrierten Gasentwicklung kam (Abb. 37). An Flächenelektroden waren 
die elektrochemischen Redoxvorgänge gleichmäßig verteilt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 37:  Vorgänge an einer Wolfram-Punktelektrode in 0,5x TAE-Puffer mit fluoreszenzmarkierter DNA im 
elektrischen Feld der Stärke ca. 200 V/cm. Weiße Pfeilmarkierungen kennzeichnen die Richtung der DNA-Bewegung. 
 
Trotz der hohen elektrochemischen Stabilität zeigte sich bei aufgedampften Platinschichten eine me-
chanische Unbeständigkeit. Die Platinelektroden blieben während der Experimente im 0,5x TAE-
Puffer auf den Gläschen haften. Die Kontaktnadeln hinterließen jedoch in den Platinschichten durch-
gängige Kratzer. Zudem führten Experimente in konzentrierten Puffern wie 10x TAE-, 0,5x TAE- 
mit 200 mM NaCl oder 10x Natriumborat-Puffer zu einer heftigen Gasblasenbildung an den Elektro-
den und zum Abblättern der Platinschicht vom Gläschen (Abb. 38). Eine aufgedampfte Titanschicht 
von etwa 5 nm zwischen Glas und der 30-nm-Platinschicht behob beide Probleme vollständig. Dieser 
Ansatz kommt aus der Mikroelektronik: Chrom und Titan werden als Haftvermittler zwischen einem 
Silicium- oder Glassubstrat und einer Gold- oder Kupferschicht verwendet [86].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 38:  Abblättern von Platinelektroden auf Deckgläschen in stark konzertierten Puffern im E-Feld. 
 
4.2.3 Positionsbestimmung 
 
Die Zuordnung gestreckter DNA-Molekülen zum jeweiligen Kanalquerschnitt stellte eine Herausfor-
derung dar. Kanäle waren bis zu dem kleinsten Querschnitt von ca. 100 nm im Lichtmikroskop mit 
einer konventionellen Hellfeldbeleuchtung sichtbar, jedoch wegen der Auflösungsgrenze und eines 
undeutlichen Kontrastes nicht auf ganzer Länge scharf abbildbar.  Die trockenen Kanäle sind auf-
grund des größeren Brechzahlunterschiedes zwischen Luft und PDMS oder besonders Ormostamp 
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besser erkennbar als die flüssigkeitsgefüllten Bereiche. Die entsprechenden Brechzahlen sind: 
nLuft = 1, nPDMS ≈ 1,39 [87], nOrmostamp ≈ 1,51 (Produktinformation) und   nWasser ≈ 1,33.   Während der 
Kanalübergang von 1 µm auf 500 nm deutlich im trockenen und mit einem schlechteren Kontrast im 
flüssigkeitsgefüllten Zustand erkennbar war, war der Übergang von 500 nm auf 300 nm erheblich 
schlechter im trockenen und kaum im flüssigkeitsgefüllten Zustand wahrnehmbar (Abb. 39). Die 
Übergänge von 300 nm auf 175 oder 100 nm konnten mit einem Lichtmikroskop nicht abgebildet 
werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 39:  Sichtbarkeit von Kanalübergängen in einer mit Mikroskopiegläschen abgedeckten 175-nm-Ormos-
tampreplik im trockenen und flüssigkeitsgefüllten Zustand. 
 
Im Fluoreszenzenzmodus waren die Hart-PDMS-Kanäle nicht sichtbar. Die Ormostamp-Kanäle wa-
ren aufgrund diffuser Eigenfluoreszenz wahrnehmbar, jedoch schlechter als bei der Hellfeldbeleuch-
tung. Auf die Kanalübergänge konnte aus der Konformationsänderung sich bewegender fluoreszenz-
markierter DNA geschlossen werden (Abb. 40).   
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Abbildung 40:  Serie von Fluoreszenzaufnahmen eines l-DNA-Moleküls im Übergangsbereich zwischen 1 µm- und 
500 nm-breiten Kanälen in einer 100 nm-Ormostampreplik. 
 
Eine ungefähre Positionsbestimmung erforderte nach der Aufnahme von DNA-Bewegungen im Flu-
oreszenzmodus das Einschalten einer Hellfeldbeleuchtung und das Bewegen des Bildausschnittes zu 
einer Struktur mit bekannten Abmessungen. Der dabei zurückgelegte Weg konnte auf Grundlage 
dessen abgeschätzt werden, dass der Bildausschnitt bei 1000-facher Vergrößerung 80x80 µm2 groß 
war. Die Positionsskalierung an dem Standardprobentisch von Axiovert 200M ist zu grob, um eine 
genauere Positionsbestimmung zu ermöglichen. Ein Ansatz zur Lösung dieses Problems war die In-
korporation eines TEM-Netzchens in die Repliken zwischen der PMDS-Unterlage und der Ormos-
tampschicht mit den Kanalstrukturen. Mit diesem integrierten Koordinatensystem ließen sich die be-
obachteten DNA-Moleküle zu einer Kanalposition mit einem bestimmten Querschnitt zuord-
nen (Abb. 41).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 41: Fluoreszenzaufnahmen zur Orientierung auf einer 100-nm-Oromostampreplik mithilfe eines in die Struk-
tur eingebetteten TEM-Netzchens: Anhand des Abstandes von ca. 300 µm zum Trichterbereich befindet sich die fluores-
zenzmarkierte DNA im Kanalabschnitt mit dem Querschnitt 300 nm x 100 nm. 
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4.2.4 Einführung eines zusätzlichen Mikrokanals für einen verstärkten DNA-Durch-
satz 
 
Infolge von Kräften während der Abformung von Ormostampstrukturen vom Master konnten Defekte 
bspw. in Form von Mikrobrüchen in Ormostampschichten nicht immer vermieden werden. Bei einem 
solchen Fall war der Mikrobruch zufällig parallel zu Kanälen und durchgängig zwischen beiden Ein-
gangsbereichen (Abb. 42). Während des Mikrofluidikexperiments mit dieser Replik entstand durch 
die Leckage im Mikrobruch ein verstärkter Flüssigkeitsstrom. Der positive Effekt war, dass DNA-
Moleküle nicht nur entlang des Mikrobruches, sondern auch entlang der benachbarten Submikroka-
näle mit erhöhtem Durchsatz wanderten. Auf diese Weise waren die Streckungsereignisse im Ver-
gleich zu Strukturen ohne eines zu den Kanälen parallelen Mikrobruchs häufiger. Gleichzeitig ver-
minderte sich das nötige E-Feld für das Einführen eines λ-DNA-Moleküls in die Kanäle um eine 
Größenordnung, von ca. 100-200 V/cm auf ca. 20-30 V/cm. In den nachfolgenden Experimenten 
wurde dieser zufällige Mikrobruch durch einen Mikrospalt definierter Abmessungen ersetzt. Die Er-
zeugung des Spaltes mittels einer Glasfaser mit ca. 20 µm Durchmesser wurde im Kapitel 3.3 aus-
führlich beschrieben. Die mögliche Ursache für den erhöhten DNA-Durchsatz durch Submikrokanäle 
ist die Sogwirkung aufgrund des verstärkten Ionenflusses durch den Mikrospalt. Der Gesamtquer-
schnitt von 32 Kanälen der 375-nm-Replik an der schmalsten Stelle ist 4,5 µm2 (32·375 nm·375 nm), 
bei 175-nm-Replik entsprechend 0,98 µm2 und bei 100-nm-Replik 0,32 µm2. Ein Mikrospalt aus ei-
ner Glasfaser mit Ø ≈ 20 µm hat den 314 µm2-Querschnitt, ein bis zwei Größenordnungen mehr als 
alle 32 Submikrokanäle gemeinsam.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 42: 100-nm-Ormostamprepliken mit Hilfsspalt (A) oder Hilfsmikrokanal (B) jeweils im trockenen Zustand 
und während eines Mikrofluidikexperimentes mit fluoreszenzmarkierter l-DNA. 
 
4.2.5 Unspezifische Bindung von DNA am Substrat und Wiederverwendbarkeit von 
Mikrofluidikstrukturen 
 
Im Laufe von Mikrofluidikexperimenten blieben immer mehr DNA-Moleküle an Replikoberflächen 
oder an Deckgläschen haften. Besonders in Kanalbereichen mit dem kleinsten Querschnitt war die 
unspezifische Immobilisierung von DNA kritisch, weil dadurch eine allmähliche Kanalverstopfung 
auftrat. In einigen Fällen wurden DNA-Bewegungen sichtbar durch eine temporäre DNA-Adhäsion 
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beeinflusst. Manchmal blieben DNA-Moleküle während eines unspezifischen Bindens eines Mole-
külendes- oder Abschnittes teilweise mobil. Wenn DNA an einem oder seltener an zwei Enden ge-
bunden war, konnten Moleküle entsprechend der Richtung des E-Feldes gestreckt werden (Abb. 43). 
Auf diese Weise kann die Relaxationszeit von einem gestreckten Zustand zu einem Knäuel unter 
einer eindimensionalen Einschränkung im Spalt bestimmt werden (Abb. 43C). Im Unterschied zu 
Experimenten an spezifisch, zum Beispiel durch Biotin-Streptavidin-Bindung, gebundener DNA [6], 
waren diese Beobachtungen nicht direkt geplant. Jedoch konnten sie für den Test der Kontrollierbar-
keit eines E-Feldes in der realisierten Experimentieranordnung verwendet werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 43: Serie aus Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von an einem Ende unspezifisch gebundener l-DNA im 
E-Feld der Stärke 200 V/cm im Poller- (A) und Trichterbereich (B) einer 100-nm-Ormostampreplik. 
C Falschfarbenbilderserie aus 60 Aufnahmen als Erweiterung zur Teilabbildung B. 
Rot: große Helligkeit und damit große DNA-Dichte, blau: kleine Helligkeit; 𝐸z⃑  – elektrisches Feld, tR – Relaxationszeit.  
Puffer II; Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 5 bp. 
 
Um die unspezifische Adhäsion zu minimieren, wurde zunächst die Plasmabehandlung von Repliken 
und Deckgläschen mit reinem Sauerstoff und alternativ mit Kohlenstoffdioxid anstatt Luft getestet, 
um die Dichte von hydrophilen funktionellen Gruppen zu erhöhen. Das Sauerstoffplasma führte zu 
keiner signifikanten Verminderung der unspezifischen DNA-Bindung. Das Kohlenstoffdioxidplasma 
verschlechterte sogar das Problem verglichen mit luftplasmabehandelten Repliken. Ein anderer Lö-
sungsansatz bestand in der Verwendung eines Tensids. Die Zugabe zum Experimentierpuffer von 
0,1 Gew% des nichtionischen Tensids Tween 20 zeigte keine offensichtliche Verbesserung. Jedoch 
wurde eine signifikante Verminderung der unspezifischen DNA-Adhäsion durch die Inkubation der 
fertig präparierten Mikrofluidikzellen in einer Pluronic-Lösung für etwa 0,5–1,5 h bei RT unmittelbar 
vor einem Mikrofluidikexperiment erzielt. Pluronic ist wie Tween 20 ein nichtionisches Tensid und 
kann sich somit an hydrophobe Stellen anlagern, an denen sich sonst hydrophobe Nukleobasen von 
DNA anhaften können. Es wurde das Produkt Pluronic F-127 mit der Konzentration 1 Gew% in 
0,5x TAE-Puffer verwendet. Unmittelbar vor dem Mirofluidikexperiment wurde diese Seifenlösung 
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durch einen Experimentierpuffer und schließlich durch den DNA-enthaltenden Puffer ausgetauscht. 
Die Experimentierzeiten mit den so behandelten Mikrofluidikzellen betrugen 1 bis 3 Stunden bei 
typischer l-DNA-Konzentration von 0,1 ng/µl (Abschnitt 3.6), bis die Kanäle mit anhaftender DNA 
verstopften. Die maximale Experimentierzeit hing von der Intensität der durchgeführten E-Feld-Ma-
nipulationen ab.  
Für Wiederverwendbarkeitstests wurden einige Ormostamprepliken sorgfältig in Wasser und Ethanol 
gereinigt sowie einige Minuten mit Luftplasma beglimmt. Trotz dieser Prozedur waren die Repliken 
für eine mehrmalige reproduzierbare Verwendung ungeeignet, weil bei einem erneuten Mikrofluidik-
experiment zwei neuartige Bewegungsmodi von DNA in einem E-Feld auftraten: Eine raupenartige 
Bewegung durch Molekülzusammenziehung und anschließende -verlängerung (Abb. 44A) sowie 
eine schlängelnde Bewegung mit Richtungswechseln innerhalb eines Moleküls (Abb. 44B). Diese 
Bewegungsmodi weisen auf eine reversible Adhäsion zum Substrat hin. Harsche, stark oxidierende 
Reinigungsprozeduren wie RCA-Reinigung (NH3/H2O2) oder die Behandlung mit Piranha-Lösung 
(H2SO4/H2O2) könnten die Restverunreinigungen aus verwendeten Mikrofluidikzellen entfer-
nen [88]. Diese Reinigungsprozeduren wurden jedoch nicht durchgeführt, da die vollständige Wie-
derherstellung der Strukturen ohne möglicher Defekte infolge der Behandlung nicht gewährleistet 
werden können und der Aufwand gegenüber der Neufertigung einer frischen Mikrofluidikzelle er-
heblich größer wäre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 44: Raupenartige (A) und schlängelnde Bewegung (B) von l-DNA in einer 100-nm-Ormostamreplik außer-
halb der Kanäle bei wiederholter Verwendung der Mikrostruktur (rot: große Helligkeit und große DNA-Dichte, blau: 
kleine Helligkeit), Puffer II mit 4 % Polyvinylpyrrolidon; Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 7,5 bp.  
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4.3 DNA-Transportexperimente in submikrofluidischen Kanälen 
 
4.3.1 Bewegen und Stoppen von λ-DNA in Kanälen  
 
Fluoreszenzmarkierte DNA wurde durch ein elektrisches Feld mit einer Feldstärke bis 200 V/cm in 
die Submikrokanäle hinein bewegt. Stets wurde beobachtet, dass eine Teilmenge von DNA-Molekü-
len sich während der Bewegung in Submikrokanälen nicht streckte. Dabei handelte es sich um Frag-
mente von λ-DNA handeln, deren ungestörter Knäueldurchmesser kleiner oder gleich des jeweiligen 
Kanalquerschnitts war. Zwar wurden die λ-DNA-Proben regelmäßig mittels Agarosegelelektropho-
rese überprüft und bei Detektion von Schmieren der Hauptbande infolge des allmählichen DNA-Ab-
baus durch frisches Probenmaterial ersetzt. Jedoch war das Fragmentieren von fluoreszenzmarkierter 
DNA durch das intensive Anregungslicht im Laufe eines Mikrofluidikexperimentes unvermeidbar 
(Abb. 45). Das Vertreiben von Sauerstoff aus der Pufferlösung und die Zugabe des Reduktionsmittels 
Mercaptoethanol dienten lediglich dazu, den Fragmentierungsprozess nur verlangsamt (Ab-
schnitt 2.4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 45: Fragmentierung fluoreszenmarkierter l-DNA in einem Kanal einer 175-nm-Ormostampreplik. 
Kymograph aus 48 Aufnahmen; Puffer II, Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 7,5 bp.  
 
Das erforderliche E-Feld für das Einschleusen von nicht streckbarer λ-DNA-Fragmenten in die Ka-
näle war um zwei Größenordnungen kleiner als für die Moleküle, die in Kanälen messbar gestreckt 
wurden. Die entsprechenden Werte der E-Feldstärke lagen im Bereich von 0,5-5 V/cm bei Fragmen-
ten und 100-200 V/cm bei gestreckten Molekülen. Die Ausnahmen waren die mit einem zentralen 
Mikrokanal modifizierten Repliken (Abschnitt 4.2.4), bei denen das erforderliche E-Feld zur DNA-
Streckung um eine Größenordnung kleiner, bei 20-30 V/cm, war. Es ist anzunehmen, dass der ver-
stärkte Ionenfluss im Mikrokanal eine Sogwirkung in benachbarten Submikrokanälen erzeugte.  
Das Stoppen von gestreckter DNA in Kanälen hat sich als eine Herausforderung dargestellt. Der 
Grund dafür ist, dass die erforderliche E-Feldstärke zur Streckung von DNA größer als das E-Feld 
für die Bewegung bereits gestreckter DNA innerhalb eines Kanals sein sollte. Dies begründet sich 
aus der Überwindung der Entropie während der Streckung eines ungeordneten Knäuels. Bei einem 
eingeschalteten E-Feld führte das dazu, dass sich die gestreckte DNA im Zeitbereich von 0,5-1 s das 
beobachtete Sichtfeld von 80x80 µm2 passierte. Die durchschnittliche motorische Reaktionszeit einer 
erwachsenen Person liegt bei einem erwarteten Ereignis im ähnlichen Zeitintervall von 0,3-0,4 s [89]. 
Aufgrund dieser natürlichen Verzögerung führte das Ausschalten des E-Feldes meist nicht zum Ver-
langsamen des gerade beobachteten DNA-Moleküls, sondern zum Verlangsamen nachfolgender 
DNA-Moleküle, die zum Zeitpunkt der Entscheidung über die Abschaltung des E-Feldes noch nicht 
im beobachteten Sichtfenster waren. Das Finden gestreckter Moleküle in Kanälen für die Auswertung 
des Verlängerungsgrades und der intramolekularen Diffusion war somit meist ein Zufall, deren Ein-
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trittswahrscheinlichkeit durch das Vorhandensein von 32 parallel angeordneten Kanälen und das An-
passen der λ-DNA-Konzentration erhöht wurde. Zugleich gehen diese Maßnahmen mit einem ver-
stärkten Ausbleichen von λ-DNA-YOYO-1-Komplexen (Abschnitt 2.4.1), der Orientierungsproble-
matik (Abschnitt 4.2.3) während des Absuchens von verschiedenen Kanalabschnitten sowie der zu-
nehmend schnelleren Verstopfung der Kanäle mit zunehmender DNA-Konzentration einher (Ab-
schnitt 4.2.5). Das Ausschalten des E-Feldes bewirkte nicht das sofortige Stoppen von DNA-Mole-
külen in 0,5x TAE-Puffer in den Kanälen. Stattdessen konnte meist ein fortlaufender oder gegensätz-
lich gerichteter Moleküldrift zur vorherigen Bewegung im E-Feld beobachtet werden (Abb. 46). In 
seltenen Fällen wurde ein bidirektionales Rucken beobachtet. Bei 28 vermessenen Ereignissen in 
Kanälen variierte die Driftgeschwindigkeit von 0 bis ca. 25 µm/s.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 46: Stoppen von l-DNA mit 1 YOYO-1 / 7,5 bp im Trichterbereich der mittleren Breite 7 µm einer 
175-nm-Ormostampreplik durch das Ausschalten des E-Feldes der Stärke 150 V/cm in 0,5x TAE-Puffer.  
Kymograph aus 29 Aufnahmen, 𝐸z⃑  – elektrisches Feld. 
 
Der hydrodynamische Fluss bei einem ausgeschalteten elektrischen Feld ereignete sich trotz gleicher 
Probenvolumina an Kanaleingängen. Der Nachteil des gewählten Mikrofluidikzellaufbaus bestand 
darin, dass die von hydrophoben Barrieren umgrenzten Flächen für die Probentropfen nicht identisch 
waren (Abb. 22B). Die Konsequenz aus den ungleichen Auflageflächen war die ungleiche Höhe von 
applizierten Probentropfen. Das führte zum Druckunterschied zwischen gegenüberliegenden Kanal-
eingängen und der damit verbundenen Strömung in Kanälen (Abschnitt 2.3.1). Für die Lösung dieser 
Problematik wurden zwei Ansätze verfolgt: ein elektrisches Gegenfeld und eine Erhöhung der Vis-
kosität des Experimentierpuffers. Die Realisierung eines exakten Gegenfeldes zum Stoppen von 
λ-DNA erforderte präzise und schnelle Spannungseinstellungen, was die Durchführung der Mikro-
fluidikexperimente zusätzlich erschwerte. Es ist auch zu beachten, dass DNA bereits durch eine Strö-
mung oder ein elektrisches Feld gestreckt werden kann (Abb. 47). Diese Einflüsse überlagern somit 
die Effekte der intramolekularen Dynamik infolge der Streckung in einer geometrischen Einschrän-
kung. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 47: Kymograph der Streckung von l-DNA in entgegengesetzt gerichteten Strömung und E-Feld in Spalt 
(Puffer II mit 2 % Polyvinylpyrrolidon; Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 7,5 bp). 
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Zur Untersuchung der Viskositätserhöhung auf die Moleküldrifts wurde zunächst der Einfluss von 
Agarose als Bestandteil im Experimentierpuffer geprüft. Dafür wurden 0,1 Gew% Agarose zum Ex-
perimentierpuffer zugegeben und durch Aufkochen aufgelöst, analog zur Präparation eines Elektro-
phoresegels für die Charakterisierung von DNA-Proben (Abschnitt 3.2). Der Unterschied bestand in 
der eingesetzten Agarosemenge: 0,1 Gew% für Viskositätserhöhung gegenüber 0,5 Gew% für Gel-
bildung. Eine Gelierung des Experimentierpuffers wurde beim Einsatz des Fünftels der üblichen Aga-
rosekonzentration nicht direkt beobachtet. Der Nachteil dieses Ansatzes war jedoch, dass die Agarose 
frisch vor einem Mikrofluidikexperiment aufgelöst werden musste. Während der Mikrofluidikexpe-
rimente mit einem gealterten Experimentierpuffer wurden verstärkt DNA-Fallen in Kanälen beobach-
tet (Abb. 48), die auf die Formation von Mikrogelen schließen lassen. Dies geschah bereits einen Tag 
nach der Herstellung des Experimentierpuffers. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 48: DNA-Fallen in Kanälen einer 375-nm-Hart-PDMS-Replik beim Einsatz eines gealterten 0,5x TAE-Puf-
fers mit ca. 0,1 Gew% Agarose als Verdickungsmittel. 
 
Um die Probleme mit der Mikrogelbildung zu vermeiden, wurde in Erweiterung dieses Ansatzes ein 
gut wasserlösliches Verdickungsmittel Polyvinylpyrrolidon (PVP) anstelle von Agarose eingesetzt. 
Die Verwendung von PVP im Zusammenhang mit DNA wurde bereits in Arbeiten zur Prävention 
des elektroosmotischen Flusses [90] und auch der unspezifischen Bindung von DNA an Kanalwän-
den [39] beschrieben. 
Die Zugabe von 2 Gew% PVP konnte den Molküldrift effizient minimieren (Abb. 49), auch im Falle 
von absichtlich ungleichen Probentropfen an den gegenüberliegenden Kanaleingängen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 49: Stoppen von l-DNA in Kanälen einer 175-nm-Ormostampreplik durch das Ausschalten des E-Feldes in 
0,5x TAE-Puffer mit 2 % PVP als Verdickungsmittel. 
Kymograph aus 70 Aufnahmen, Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 7,5 bp;  𝐸z⃑  – elektrisches Feld. 
Ergebnisse und Diskussion 
 52 
4.3.2 DNA-Streckung 
 
Das erfolgreiche Einbringen von λ-DNA in die Submikrokanäle ermöglichte die deutliche Streckung 
dieser Moleküle. Abbildung 50 zeigt einige ausgewählte Beispiele dazu. Der mittlere Streckungsgrad 
erreichte bis zu 43 % bei Molekülen, die über mehrere Sekunden in Kanälen in gestrecktem Zustand 
ohne Adhäsionseffekte zu beobachten waren. Demgegenüber überstieg der mittlere Streckungsgrad 
eines freien λ-DNA-Knäuels nicht 8 %. Dieser kleine Streckungsgrad resultiert aus dem natürlichen 
Volumen einer solvatisierten Polymerkette. Die Fluktuationen des Durchmessers oder Länge freier 
und teilgestreckter Knäuel können einerseits auf die zufällige Brownsche Bewegung der Polymer-
segmente und andererseits auf die instationären Nebeneffekte wie Restströmung oder Restwechsel-
wirkung mit Oberflächen zurückgeführt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 50: Fluoreszenzmarkierte l-DNA bei unterschiedlichen Graden der geometrischen Einschränkung: in freier 
Lösung, im Spalt der Höhe 175 nm und im Kanal der mittleren Breite 224 nm; 𝑟 𝐿x™™™™™ – mittlerer Streckungsgrad; Ionenstär-
ken der Lösungen in freier Umgebung und im Spalt 26,7 mM, im Kanal 0,05 mM.  
 
Insgesamt konnten 28 Moleküle, die in Kanälen ohne gleichzeitige Immobilisierung gestreckt wur-
den, bei ausgeschaltetem E-Feld vermessen werden. Die Betonung auf die fehlende Immobilisierung 
ist wichtig, weil an einem Punkt haftende DNA in Strömung oder E-Feld gestreckt wird (Ab-
schnitt 4.2.5). Alle 28 Streckungsexperimente (Abb. 51) wurden in 100-nm-Ormostamprepliken 
durchgeführt. Pufferzusammensetzungen, Markierungsverhältnisse und Kanalbreiten variieren. 
Diese Variablen beeinflussen die Verlängerung eines Molekülknäuels. Nicht jedem Ereignis einer 
DNA-Streckung konnte ein eindeutiger Kanalabschnitt zugeordnet werden.  
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Abbildung 51: Zusammenstellung der mittleren Streckungsgrade der 28 eindeutig verlängerter l-DNA-Knäuel in 
100-nm-Ormostamp-Replik in Abhängigkeit von Kanalbreite und mittlerer Kanalbreite nach 𝐷pq = r𝐷^ ⋅ 𝐷+. 
D1 ... jeweilige Kanalbreite, D2 = 100 nm ... Kanalhöhe. 
     ... Dieses Molekül wanderte nur im letzten Bild der Aufnahmenserie vollständig in das Sichtfeld.  
 
Die Pufferzusammensetzung hat durch die Ionenstärke einen direkten Einfluss auf die Persistenz-
länge (Formel 2) und den effektiven Durchmesser (Formel 4). In Tabelle 4 sind die Persistenzlängen 
und effektive Breiten von DNA in den wichtigsten verwendeten Experimentierlösungen (Ab-
schnitt 3.4) zusammengetragen. Wasser mit 1 Vol% Mercaptoethanol besitzt eine sehr geringe Io-
nenstärke von 0,05 mM. Entsprechend der Gesetzmäßigkeiten nach Gleichungen (2) und (4), liefert 
diese Ionenstärke unrealistisch große Werte von ca. 700 nm für die Persistenzlänge und 100 nm für 
den effektiven Durchmesser. Statt dieser nichtrealistischer Werte wurden bei dieser Experimentier-
lösung die größten in den Publikationen [33] und [35] angegebenen Werte für die Persistenzlänge 
und den effektiven Durchmesser von DNA verwendet, die für die kleinsten betrachteten Ionenstärken 
(1,9 mM bei Persistenzlänge und 10 mM beim effektiven Durchmesser) angegeben sind. Der Effekt 
des Verdickungsmittels Polyvinypyrrolidon zur Gesamtionenstärke wurde bei der Berechnung der 
mechanischen DNA-Eigenschaften vernachlässigt. PVP bildet positive Ladungen an einigen Stick-
stoff- und negative Ladungen an einigen Sauerstoffatomen aus. Dieser Polyelektrolytcharakter ist 
jedoch schwach ausgeprägt und nicht eindeutig quantifiziert. Zudem sind positive Ladungen sterisch 
abgeschirmt. [91] 
 
Experimentierlösung Ionenstärke (mM) Persistenzlänge von 
DNA (nm) 
Effektiver Durchmesser 
von DNA (nm) 
Puffer I 17,7 52 11,5 
Puffer II 16,3 52 11,9 
Puffer III 0,05 95* 15,7* 
 
Tabelle 4: Einfluss der Ionenstärke auf Persistenzlänge lp und effektiven Durchmesser weff von DNA, berechnet mit 
Formeln (2) und (4). * Für 0,05 mM wurden die höchsten lp und weff aus [33] und [35] genommen. 
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Ein weiterer Parameter für die DNA-Streckung ist das Markierungsverhältnis mit dem Fluorophor 
YOYO-1. Während die Persistenzlänge durch die YOYO-1-Interkalation nicht verändert wird [64], 
vermindern die positiven Ladungen des Fluorophors und die Verlängerung des Zucker-Phosphatrück-
grates die tatsächliche effektive Breite. Der Betrag dieser Verminderung ist aufgrund komplexer Ab-
hängigkeit der DNA-Ladungsdichte von Wechselwirkungen mit gelösten Ionen nicht direkt bere-
chenbar, sondern kann nur numerisch approximiert werden [92]. Bekannt ist der Einfluss der 
YOYO-1-Interkalation auf die DNA-Konturlänge durch die Verlängerung um 0,51 nm pro Fluoro-
phor [64]. Die Konturlänge und Knäuelgröße der λ-DNA sind in Abhängigkeit von verwendeten 
Markierungsverhältnissen in der Tabelle 5 zusammengefasst. Die Knäuelgröße wurde aus Kontur- 
und Persistenzlänge bei entsprechenden Experimentierbedingungen berechnet (Formel 4). Der Ein-
fluss der Ionenstärkendifferenz zwischen Puffern I und II ist auf die Persistenzlänge und somit auch 
auf die Knäuelgröße ist vernachlässigbar. In einer Experimentierlösung wurde die Größe eines freien 
Knäuels gemessen. Die korrespondierende theoretische Knäuelgröße ist um ca. 9 % kleiner. Die mög-
lichen Gründe für die Abweichung sind eine eventuell vorhandene wechselnde Restströmung auf-
grund Verdunstung, eventuell vorhandene Einzelstrangbrüche der Doppelhelix aufgrund intensiver 
Bestrahlung (Abschnitt 2.4.1) und eine systematische Ungenauigkeit beim Vermessen eines sehr klei-
nen fluoreszierendeн Objektes. Sowohl freie als auch teilgestreckte DNA-Knäuel wiesen eine hete-
rogenе Helligkeit innerhalb eines Moleküls auf (Abb. 49). Dies erschwerte das Finden einer eindeu-
tigen Grenze zwischen einem Molekül und der freien Lösung.  
     
Markierungsverhältnis Konturlänge L (µm), 
berechnet 
Knäuelgröße R0 (µm), 
berechnet (Formel 5) 
Knäuelgröße R0 (µm), 
gemessen 
Puffer I-II: 0,5x TAE mit 1-2 % Mercaptoethanol, pH 8 
keine Markierung 16,49 1,31 - 
1 YOYO-1 / 7,5 bp 19,79 1,43 1,57 ± 0,3 
1 YOYO-1 / 5 bp 21,44 1,49 - 
Puffer III: H2O mit 1 Vol% Mercaptoethanol, pH 6,5 
1 YOYO-1 / 5 bp 21,44 2,02 - 
 
Tabelle 5: Einfluss des Markierungsverhältnisses auf die Konturlänge und Knäuelgröße der λ-DNA. 
 
Der abschließende Einflussparameter für die DNA-Streckung ist die Kanalbreite. In der Tabelle 6 
sind den durchgeführten Streckungsexperimenten die theoretischen Einschränkungsregime entspre-
chend der Abb. 7 zugeordnet. Die Zuordnung erfolgte im Zusammengang zwischen den verfügbaren 
Kanalbreiten und den mechanischen Eigenschaften von DNA (Persistenzlänge und effektiver Durch-
messer). Entsprechend den Experimentierparametern sind Streckungsereignisse im Odijk-Regime 
mit Rückfaltung, im erweiterten de Gennes-Regime und im Übergangsbereichen zwischen den bei-
den zu erwarten. Eine Unsicherheit bei dieser Zuordnung stellt die Tatsache dar, dass die Kanäle im 
oberen Bereich infolge von Deformationskräften während der Abformung größer als der Master aus-
fielen, mit bis zu 30 % Größenzunahme (Abschnitt 4.1.2). Diese Abweichung ist in dem gekenn-
zeichneten grenzwertigen Zuordnungsfall in der Tabelle 6 berücksichtigt, so dass bewusst ein Regime 
mit einer schwächeren Einschränkung gewählt wurde.   
 
 
 
 
Ergebnisse und Diskussion 
 55 
Experimentierlösung 
Mittlere Kanalbreite 
Dav = r𝐷^ ⋅ 𝐷+ (nm) 
Einschränkungsregime 
Puffer I-II 
(lp = 52 nm, weff = 11,5-
11,9 nm) 
100 Übergangsbereich (2lp < Dav < 6lp) * 
173 Übergangsbereich (2lp < Dav < 6lp)  
224 Übergangsbereich (2lp < Dav < 6lp)  
316 erweitertes de Gennes (2lp < Dav < 
+jkl
mnoo
)   
   
Puffer III 
(lp = 95 nm, weff = 15,7 nm) 
100 Odijk mit Rückfaltung (lp < Dav < 2lp) 
173 Odijk mit Rückfaltung (lp < Dav < 2lp) 
224 Übergangsbereich (2lp < Dav < 6lp) 
316 Übergangsbereich (2lp < Dav < 6lp) 
 
Tabelle 6: Einschränkungsregime von DNA in Abhängigkeit von verwendeten Puffern und Kanalbreiten. 
* Theoretische Kanalbreite weist auf Odijk-Ordnung mit Rückfaltung hin (lp < Dav < 2lp), praktisch waren jedoch die 
Kanalquerschnitte stets etwas größer (Abschnitt 4.1.2). lp – Persistenzlänge, weff – effektiver Durchmesser. 
 
Alle 28 Streckungsereignisse wurden entsprechend den Experimentierbedingungen und unter Be-
rücksichtigung der zu erwartenden Einschränkungsregime gruppiert und innerhalb der Gruppen vom 
kleinsten zum größten Streckungsgrad geordnet (Tab. 7). Weiterhin wurden die gemessenen 
DNA-Längen den theoretischen Längen nach dem de Gennes-Modell gegenübergestellt (Formel 10). 
4 von 28 Streckungsereignissen fanden unter dem Einschränkungsregime der erweiterten de Gennes-
Ordnung statt. Allerdings entspricht keines dieser vier Streckungsereignisse der theoretischen Vor-
hersage. Dieser Befund weist noch nicht auf die Ungenauigkeit des Modells hin.  Drei Ereignisse sind 
kürzer. Dies konnte durch einen unbemerkten Fragmentierungsprozess (Abb. 44) infolge intensiver 
Bestrahlung hervorgerufen werden. Ein Streckungsereignis ist länger als die Modelvorhersage. Eine 
mögliche Ursache für diese Abweichung ist eine unbemerkte Restadhäsion an den Kanalwänden. 
Alle anderen 24 Ereignisse können dem Übergangsbereich zwischen der Odijk-Ordnung mit Rück-
faltung und der erweiterten de Gennes-Ordnung zugewiesen werden. Bisher wurde kein Skalengesetz 
für den Übergangsbereich sowie für die Odijk-Ordnung mit Rückfaltung bestimmt [38]. Um einen 
Anhaltspunkt zu haben, wurden die DNA-Längen aus dieser Gruppe trotz des abweichenden Ein-
schränkungsregimes auch mit den berechneten Längen nach dem de Gennes-Modell verglichen. 
8 Streckungsereignisse (33,3™ %) aus dieser Gruppe passen zu dem berechneten Wert. Weitere 
14 DNA-Längen (58,3™ %) sind kürzer. Die naheliegendste Erklärung für die zu kurzen Moleküle ist 
die Fragmentierung durch die Photospaltung. Die DNA-Fragmentierung ist ein großes Problem bei 
der Versuchsdurchführung, trotz des eingesetzten Antibleichmittels Mercaptoethanol.  Zwei Stre-
ckungsereignisse (8,3™ %) sind länger als der Wert nach dem erweiterten de Gennes-Modell. Entspre-
chend sind diese Ereignissen der Streckung der vollständiger l-DNA zuzurechnen. 
Die in den verfügbaren Kanalbreiten möglichen Streckungsereignisse in der Odijk-Ordnung mit 
Rückfaltung wurden nicht detektiert. Dafür gab es zwei Gründe. Erstens war dafür das Verwenden 
einer Experimentierlösung notwendig, die eine besonders kleine Ionenstärke aufwies. Zweitens war 
dafür das Beobachten in den dünnsten Kanalabschnitten notwendig, deren Zuordnung sich ohne eine 
Orientierungshilfe als unzuverlässig herausgestellt hat (Abschnitt 4.2.3). 
Insgesamt reicht die erhaltene Statistik der beobachteten Ereignisse nicht aus, um Skalengesetze für 
lineare Polymere unter räumlicher Einschränkung abzuleiten. Für die eindeutige Bestimmung von 
Potenzgesetzen, wie die betrachteten Skalengesetze, sind Datensätze notwendig, die mindestens zwei 
Größenordnungen sowohl auf der Abszissen- als auch auf der Ordinatenachse umfassen [93].  
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Puffer und Markie-
rungsverhältnis 
Dav (nm)  rde Gennes (µm) 
Formel (10) 
rgemessen (µm) Streckungsgrad 
(%) 
Puffer I 
1 YOYO-1 / 5 bp 
(L = 21,44 µm) 
 6,84 2,76 ± 0,71 12,8 ± 3,3 
173 ÜB 6,84 3,86 ± 1,18 18 ± 5,5 
 6,84 4,81 ± 0,4 22,4 ± 1,8 
    
100 –173 ÜB  6,84 – 9,86 11,02 * 51,4 
     
Puffer II 
1 YOYO-1 / 7,5 bp 
(L = 19,79 µm) 
316 de Ge 
4,27 3,71 ± 0,48 18,7 ± 2,4 
4,27 4,49 ± 0,09 22,7 ± 0,4 
    
100 – 224 ÜB 
5,38 – 9,21 2,36 ± 0,79 11,9 ± 4 
5,38 – 9,21 2,83 ± 0,63 14,3 ± 3,2 
5,38 – 9,21 3,78 ± 0,39 19,1 ± 2 
     
Puffer II 
1 YOYO-1 / 5 bp 
(L = 21,44 µm) 
100 – 224 ÜB 
5,83 – 9,97 2,21 ± 0,79 10,3 ± 3,7 
5,83 – 9,97 3,54 ± 0,23 16,5 ± 1,1 
5,83 – 9,97 4,41 ± 1,26 20,6 ± 5,9 
5,83 – 9,97 4,49 ± 0,87 20,9 ± 4,1 
5,83 – 9,97 4,80 ± 1,18 22,4 ± 5,5 
5,83 – 9,97 5,12 ± 1,18 23,9 ± 5,5 
5,83 – 9,97 5,12 ± 1,34 23,9 ± 6,3 
5,83 – 9,97 5,35 ± 1,1 25,0 ± 5,1 
5,83 – 9,97 5,43 ± 2,12 25,3 ± 9,9 
5,83 – 9,97 5,52 ± 0,65 25,7 ± 3 
5,83 – 9,97 6,69 ± 0,4 31,2 ± 1,8 
     
Puffer III 
1 YOYO-1 / 5 bp 
(L = 21,44 µm) 
316 de Ge 
6,21 3,63 ± 0,95 16,9 ± 4,4 
6,21 3,70 ± 0,24 17,2 ± 1,1 
    
224 ÜB  
7,81 2,76 ± 0,87 12,8 ± 4 
7,81 3,70 ± 1,02 17,2 ± 4,8 
7,81 4,10 ± 0,48 19,1 ± 2,2 
7,81 5,90 ± 1,5 27,5 ± 7 
7,81 6,93 ± 0,95 32,3 ± 4,4 
7,81 9,25 ± 1,12 43,1 ± 5,2 
 
Tabelle 7: 28 vermessene gestreckte DNA-Moleküle 
xxx … uneindeutige Kanalposition; xxx … Theoretische DNA-Länge liegt im Bereich der gemessenen DNA-Länge.  
L – Konturlänge von DNA, r – Länge des verlängerten DNA-Knäuels, Dav – mittlere Kanalbreite 
ÜB – Einschränkungsregime des Übergangsbereiches, de Ge – erweiterte de Gennes-Ordnung 
* Dieses Molekül wanderte nur im letzten Bild der Aufnahmenserie vollständig in das Sichtfeld.  
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4.4 Dichtefluktuationen entlang gestreckter DNA 
 
4.4.1 Zusammenhang zwischen Moleküllänge und Helligkeitsdichte 
 
Alle in einem konstanten Kanalabschnitt gestreckte DNA-Moleküle änderten dynamisch ihren Ver-
längerungsgrad. Die Moleküllänge schwang aperiodisch um einen Mittelwert. Für die Gesamtheit 
von 28 getreckten DNA-Molekülen betrug die mittlere Abweichung vom Längenmittelwert 
22,1 ± 9,8 %. Die prozentuellen Längenabweichungen zeigten keine Abhängigkeit vom Kanalquer-
schnitt. Drei gestreckte DNA-Moleküle unter unterschiedlichen Einschränkungsregimen wurden 
exemplarisch ausgewählt (Abb. 52), um die Längenfluktuation mit der Helligkeitsänderung während 
der Beobachtungszeit zu vergleichen. Diese drei Beispiele sind nach der Größe der Streckung abstei-
gend angeordnet. Es ist zu erwarten, dass die Längenfluktuation eines fluoreszierenden Moleküls sich 
invers zu seiner beobachteten Helligkeit verhält. Bei einer Dehnung einer fluoreszenzmarkierter DNA 
nimmt die Fluorophorendichte und damit die Helligkeitsdichte ab. Bei DNA-Stauchung nimmt die 
Helligkeitsdichte zu. Für eine mathematische Untermauerung dieser Erwartungen sind in der Abb. 53 
die Fluktuationen der Länge, Fläche und Helligkeitsdichte für die drei ausgewählten Moleküle über 
die Beobachtungszeit aufgetragen. Die dargestellten Werte wurden auf den jeweiligen Maximalwert 
normiert. Von A zu C nimmt die Wirkung der geometrischen Einschränkung und somit der Molekül-
streckungsgrad ab. Dabei müssen zwei unschlüssige Angaben zu den Bildern verdeutlicht werden. 
Erstens ist das Molekül im Experiment A stärker räumlich eingeschränkt als das Molekül im Experi-
ment B, obwohl der Kanalquerschnitt von A zu B nicht zunimmt. Die Erklärung dafür ist eine deut-
liche kleinere Ionenstärke des Puffers im Experiment A und damit eine Vergrößerung der DNA-
Persistenzlänge. Die größere Steifigkeit von Molekül A führt zur größeren Streckung als im Experi-
ment B. Zweitens ist das gestreckte Molekül im Experiment B keine vollständige l-DNA, weil es 
während dieser Beobachtungsserie zu einer Molekülfragmentierung kam (Abb. 52B). Deswegen 
zeigten die Moleküle B und C einen scheinbar ähnlichen Streckungsgrad von annähernd 19 %, ob-
wohl das Molekül B sich in einer schmaleren geometrischen Einschränkung befand und somit tat-
sächlich stärker gestreckt wurde. Aus der Gegenüberstellung der drei Moleküle lässt sich ableiten, 
dass sich mit dem steigenden Kanalquerschnitt die inverse Korrelation zwischen Moleküllänge und 
–helligkeitsdichte abnimmt. Das hängt mit dem zunehmenden Freiheitsgrad eines Moleküls für die 
Brownsche Bewegung seiner Segmente in einem größeren Kanalquerschnitt zusammen. Somit wird 
die Längenfluktuation von der Breitenfluktuation zum Teil überlagert und der Zusammenhang zwi-
schen der inversen Länge und der Helligkeitsdichte eines teilgestreckten DNA-Moleküls wird unge-
nauer.  
Ähnlich der Längenfluktuation sollte sich theoretisch auch die Fläche eines Moleküls invers zu seiner 
Helligkeitsdichte verhalten. Das heißt, bei der Zusammenziehung einer fluoreszenzmarkierten DNA 
verringert sich zwangsläufig die Molekülfläche, wodurch es gleichzeitig zu einem lokalen Anstieg 
der Fluoreszenzintensitätsdichte kommt. Dies konnte jedoch nicht beobachtet werden. Stattdessen 
verhielt sich die Molekülfläche im Fall der größten räumlichen Einschränkung deckungsgleich mit 
der Helligkeitsdichte (Abb. 53A). Die Deckungsgleichheit wurde zunehmend ungenauer in Fällen 
schwächerer geometrischer Einschränkung (Abb. 53B-C): Der Verlauf der Kurven weicht tendenziell 
stärker ab und gleichzeitig nimmt der Versatz zwischen den Kurven zu. Diese Abweichungen lassen 
einerseits auf das Abbe-Limit in der Lichtmikroskopie zurückführen (Abschnitt 2.4.1). Die 100- bis 
500 nm breiten Kanäle (100 nm ≤ Dav ≤ 224 nm) sind nah an der optischen Auflösungsgrenze und 
die darin gestreckte DNA ist nur dank der Fluoreszenzmarkierung beobachtbar.  Eine Auswertung 
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hinsichtlich der Breite der DNA ist jedoch nicht möglich. Erst in 1 µm (Dav = 316 nm) breiten Kanä-
len konnte die darin gestreckte DNA hinsichtlich der Molekülbreite und damit auch -fläche physika-
lisch sinnvoll gemessen werden. Ein weiterer Grund ist die heterogene Helligkeit entlang getreckter 
DNA, die mit einem kleiner werdenden Streckungsgrad deutlicher beobachtbar ist (Abb. 52).  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 52: Beobachtungsserien von drei l-DNA-Molekülen mit abnehmendem Streckungsgrad in 100-nm-Ormos-
tamprepliken; A Puffer III, 1 YOYO-1 / 5 bp; B, C Puffer II +2 Gew% PVP, 1 YOYO-1 / 7,5 bp. 
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Е – elektrisches Feld, Dav – mittlere Kanalbreite, r – Länge eines teilgestreckten Knäuels, L – Konturlänge, 𝑟 𝐿x  – Stre-
ckungsgrad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 53: Annähernd inverses Verhalten der Fluktuationen der Länge und Fluoreszenzintensität am Beispiel 
dreier l-DNA-Moleküle in 100-nm-Ormostamprepliken. 
Dav — mittlere Kanalbreite, r – Länge eines teilgestreckten Knäuels, L – Konturlänge, 𝑟 𝐿x  – Streckungsgrad. 
 
4.4.2 Lokale Intensitätspeaks in gestreckten DNA-Molekülen 
 
Bereiche der heterogenen Helligkeit entlang fluoreszenzmarkierter DNA weisen auf lokale Verdich-
tungen innerhalb eines Moleküls hin. Mögliche Ursachen für diese Beobachtungen sind ungleichmä-
ßige Konformationsänderungen der Moleküle wie z. B. inhomogene Zusammenziehungen oder 
Schlaufen. Im Folgenden werden die drei Moleküle aus der Abb. 52 für die Analyse der Fluktuationen 
der lokalen Helligkeitspeaks entlang teilgestreckter DNA eingehend betrachtet. In der Abb. 54 sind 
die Längenfluktuationen und die Positionen der Helligkeitspeaks des am wenigsten gestreckten Mo-
leküls (siehe Abb. 52C) im Verlauf der Beobachtungszeit aufgetragen. Für die Auswertung wurden 
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nur die Helligkeitspeaks verfolgt, die ungefähr 30 % oder mehr über die Grundhelligkeit des Mole-
küls herausragten. Diese Annahme diente zur Vermeidung der Einbeziehung von unsicheren Ereig-
nissen. Zusätzlich wurden die Helligkeitspeaks in vier Intensitätsklassen eingeteilt. Anhand dieser 
Diagramme lässt sich zunächst feststellen, dass es sowohl sich bewegende als auch an einer Mole-
külposition gefangene Helligkeitspeaks gibt. Die sich bewegenden Helligkeitspeaks zeigen zwei 
Modi. Erstens ist es eine stete Diffusion der Verdichtungen. Der zweite Bewegungsmodus ist die 
Relaxation der Verdichtungen und deren Neubildung an einer anderen Position innerhalb eines Mo-
leküls, eine Art „Sprünge“. Jedoch stellt die Längenfluktuation des Moleküls eine Unsicherheit bei 
der Auswertung der Bewegung der Helligkeitspeaks dar. Es ist möglich, die Position eines Intensi-
tätspeaks vom unteren Molekülende, vom oberen Molekülende oder von der Molekülmitte anzuge-
ben. In der Abb. 54A-B wurden die Positionen der Helligkeitspeaks vom unteren und oberen Mole-
külenden aufgetragen. Diese zwei Diagramme sind nicht genau reziprok zueinander. Das bedeutet, 
dass die Längenfluktuation kein homogener Vorgang ist. Nur bestimmte Molekülteile ziehen oder 
strecken sich, nicht das ganze Molekül. Um die Dichtefluktuationen von Längenfluktuationen ent-
koppelt zu betrachten, wurden die Positionen der lokalen Verdichtungen in der Abb. 54C-D relativ 
als Anteile der jeweiligen Moleküllänge aufgetragen. Diese Diagramme sind genau reziprok zueinan-
der. Damit konnte der Einfluss der Längenfluktuation aufgehoben werden. Das Muster der „gefange-
nen“ Helligkeitspeaks sowie der zwei Bewegungsmodi mit Bereichen der steten Diffusion und 
„Sprüngen“ der Dichtefluktuationen bleibt bei dieser entkoppelten Verfolgung unverändert.  
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Abbildung 54: Fluktuationen der Länge und der Positionen zweier eindeutiger Helligkeitspeaks des l-DNA-Moleküls 
aus Abb. 52C.   
 
Für eine quantitative Analyse wurde im nächsten Schritt die Bewegungsgeschwindigkeit der Hellig-
keitspeaks ermittelt (Abb. 55A-B). Entsprechend der berechneten Geschwindigkeiten wurden die 
verfolgten Dichtefluktuationen nach ihrem Bewegungsmodus unterteilt: lokal gefangene Intensitäts-
peaks (v ≈ 0), sich kontinuierlich bewegende Peaks (v < Geschwindigkeitsmittelwert ± Standardab-
weichung) und Peak-„Sprünge“ (v > Geschwindigkeitsmittelwert ± Standardabweichung). Die ma-
thematische Grenze 𝑣 = ?̅? ± 𝜎 zur Trennung der sich kontinuierlich bewegenden Peaks von den 
Peaksprüngen wurde so gewählt, dass eine eindeutige und logische Unterscheidung zwischen diesen 
zwei Bewegungsmodi gewährleistet ist. Für die sich kontinuierlich bewegenden Intensitätspeaks wur-
den die mittleren quadratischen Verschiebungen und aus deren Anstiegen die Diffusionskontanten Dk 
mit der Formel (7) ermittelt (Abb. 55C-D). Die Geschwindigkeiten, mittlere quadratische Verschie-
bungen und Diffusionskontanten von Intensitätspeaks wurden sowohl aus den Messungen ausgehend 
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vom oberen als auch unterem Molekülende berechnet. Die Abb. 55 konzentriert sich beispielhaft auf 
den Fall der Messung ausgehend vom oberen Molekülende. Die berechneten Werten zeigen sehr 
große Standardabweichungen nahe oder teils größer als der bestimmte Mittelwert. Deswegen können 
sie nur für die Interpretation von Tendenzen und Größenordnungen verwendet werden. Für genauere 
Schlussfolgerungen ist eine umfangreichere Statistik notwendig.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 55: Absolute (A) und relative (B) Geschwindigkeiten der Intensitätspeaks im Molekül aus der Abb. 52C. 
Absolute (C) und relative (D) mittlere quadratische Verschiebungen (MSD) dieser Intensitätspeaks in kontinuierlichen 
Bewegungsabschnitten jeweils vom oberen Molekülende gemessen.  
v – Geschwindigkeit, σ – Standardabweichung, Dk – Diffusionskonstante. 
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Ausgehend aus der Auswertung der Peakgeschwindigkeiten und deren Einteilung in Klassen wurden 
die gefundenen Ereignisse der „Sprünge“ sowohl in den Diagrammen der Peakpositionen (Abb. 56) 
als auch im Molekülkymographen (Abb. 57) nachfolgend markiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 56:  Fluktuationen der Länge des l-DNA-Moleküls und der Positionen zweier eindeutiger hellster Molekül-
punkte aus Abb. 52 mit zusätzlich markierten „Positionssprüngen“. v – Geschwindigkeit, σ – Standardabweichung.  
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Abbildung 57: Serie aus 100 Fluoreszenzaufnahmen eines l-DNA-Moleküls gestreckt zu 18,7 ± 4,8 % der Kontur-
länge im Kanal der mittlere Breite Dav 316 nm mit zusätzlich markierten „Sprüngen“ von Intensitätspeаks. 
A Peakpositionen vom oberen und unterem Molekülende absolut (A) und relativ (B) entlang des Moleküls gemessen 
Puffer II mit 2 % PVP, Markierungsverhältnis: 1 YOYO-1 / 7,5 bp. 
v – Geschwindigkeit, σ – Standardabweichung, r – Länge eines teilgestreckten Knäuels, L – Konturlänge. 
 
Die Betrachtung dieser schwarz markierten Bewegungen der Intensitätsmaxima zeigt einerseits, dass 
durch die relative Angabe von Peakpositionen die Entkoppelung der Peaksprünge von der Fluktuation 
der Moleküllänge sicher gewährleistet ist. Dies ist anschaulich in der Abb. 57B zu sehen: Gleiche 
Peakbewegungen wurden als Sprünge erkannt, unabhängig davon, ob die Auswertung vom oberen 
oder unterem Molekülende vorgenommen wurde. Bei der absoluten Auswertung der Peakbewegun-
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gen stimmen dagegen nicht alle Peaksprünge überein, die ausgehend von oberen und unteren Mole-
külenden ermittelt wurden (Abb. 57A). Die zweite Erkenntnis ist, dass die Peaksprünge in verschie-
denen Molekülteilen nicht in koordinierter Weise, sondern unabhängig voneinander stattfinden. Dies 
ist daran zu sehen, dass bei einem gleichzeitigen Vorhandensein von zwei Intensitätspeaks im Mole-
kül die Peaksprünge in unterschiedlichen Molekülteilen (mit Kreis und Dreieck gekennzeichnet) zu 
verschiedenen Zeiten erfolgen (Abb. 57B). 
Dichtefluktuationen konnten bei allen 28 vermessenen DNA-Moleküle festgestellt werden, die ein-
deutig in Kanälen ohne eine sichtbare Adhäsion gestreckt wurden. Exemplarisch wurden zwei weitere 
stärker gestreckte Moleküle aus der Abb. 52A-B hinsichtlich der Bewegung von Intensitätspeaks cha-
rakterisiert und in den Abb. 58-59 zusammengefasst. Die Zusammenfassungen konzentrieren sich 
auf die Auswertung der relativen Peakbewegungen bezogen auf Moleküllänge, um die Ergebnisse 
von der überlagerten Längenfluktuation zu entkoppeln. Das am stärksten gesteckte DNA-Molekül 
zeigte relativ zu anderen weniger eindeutigen Helligkeitspeaks. Für dieses Molekül fehlt die Bestim-
mung einer Diffusionskonstante der Dichtefluktuation, weil dafür keine auswertbare kontinuierliche 
Peakbewegung detektiert werden konnte.  
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Abbildung 58: A Kymograph aus 100 Fluoreszenzaufnahmen eines l-DNA-Moleküls gestreckt zu 19,1 ± 4,8 % % der 
Konturlänge im Kanal der mittleren Breite 100 nm ≤ Dav ≤ 224 nm im Puffer II und mit 1 YOYO-1 / 7,5 bp. 
B Längenfluktuation des Moleküls; relative Positionen (C), Geschwindigkeiten (D) und MSD (E) der Intensitätspeaks 
v – Geschwindigkeit, σ – Standardabweichung, MSD – mittlere quadratische Verschiebung. 
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Abbildung 59: A Kymograph aus 38 Fluoreszenzaufnahmen eines l-DNA-Moleküls gestreckt zu 43,1 ± 9,9 % der 
Konturlänge im Kanal der mittleren Breite Dav = 224 nm. 
B Längenfluktuation des Moleküls; relative Positionen (C) und Geschwindigkeiten (D) der Intensitätspeaks. 
𝐸z⃑  – elektrisches Feld, v – Geschwindigkeit, σ – Standardabweichung. 
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Die gewonnenen Daten aus der Auswertung der drei Beispielmoleküle sind in der Tabelle 8 gegen-
übergestellt. Die teilgestreckten l-DNA-Knäuel sind in der Tabelle von oben nach unten mit einem 
zunehmenden Einschränkungsgrad angeordnet. Aufgrund großer Standardabweichungen gibt es kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen den Messdaten der ersten zwei Moleküle. Demgegenüber 
gibt es eine signifikante Zunahme der Geschwindigkeit der Dichtefluktuation und die Abnahme der 
Sprungereignisse bei dem am stärksten gestreckten DNA-Molekül. Dies ist auf eine stärkere geomet-
rische Einschränkung zurückzuführen, die einerseits aus der im Vergleich zum ersten Molekül klei-
neren Kanalbreite und andererseits aus der im Vergleich zu den ersten zwei Molekülen deutlich klei-
neren Ionenstärke resultiert. Die kleinere Ionenstärke bedingt eine deutlich größere Persistenzlänge 
der DNA. Diese Zusammenhänge können durch die Entropieabnahme bei einer stärker werdenden 
Einschränkung erklärt werden. Eine Polymerkette in einem zunehmend gestreckten Knäuel hat we-
niger Konformationsmöglichkeiten und damit weniger Dichtefluktuation gegenüber einem weniger 
gestreckten Polymerknäuel. Eine Unsicherheit bei dieser Erklärung stellt der Drift durch eine Rest-
strömung während der Beobachtung des am stärksten gestreckten Moleküls dar (Abb. 59). Die Drift-
geschwindigkeit betrug 22,7 µm/s und liegt somit im Bereich der mittleren Geschwindigkeit der Hel-
ligkeitspeaks dieses Moleküls mit 19,7 ± 8,2 µm/s. Eine Beeinflussung der Dichtefluktuationen durch 
die Restströmung oder durch Reibung an den Kanalwänden ist nicht auszuschließen. In einer theore-
tischen Studie der Knotenwanderung entlang einer DNA-Kette in der Odijk-Ordnung wurde ein Ein-
fluss einer Strömung auf eine Vergrößerung der Diffusionsgeschwindigkeit von Knoten gefun-
den [94]. Andererseits fanden die in der vorliegenden Dissertation durchgeführten Streckungsexpe-
rimente nicht im Odijk-Regime, sondern unter einer schwächeren Einschränkung und damit unter 
einem deutlich kleineren Kanalwandeinfluss statt. Zudem sind die beobachteten Dichtefluktuationen 
nicht unbedingt Knoten, sondern könnten auch unverschlaufte, temporär näher zueinander liegende 
Kettenabschnitte sein. 
 
Molekül I 
(mM) 
𝑟
𝐿x  
(%) 
vP (Molekül-
länge/s) 
vP (µm /s) Dk (Molekül-
länge2/s) 
Dk (µm2/s) Peak-
sprünge / s 
Abb.  
54-57 16,3 
18,7  
± 4,8 1,2 ± 1,23 4,5 ± 4,6 0,013 ± 0,04 0,18 ± 0,55 2,4 
Abb. 58 16,3 19,1  ± 4,8  1,86 ± 1,59 7 ± 6,1 0,092 ± 0,108 1,31 ± 1,56 2,3 
Abb. 59 0,05 43,1  ± 9,9 2,13 ± 0,85 19,7 ± 8,2  -  - 1,4 
 
Tabelle 8: Geschwindigkeiten und Diffusionskonstanten der Intensitätspeaks von drei gestreckten DNA-Molekülen. 
Dk – Diffusionskonstante der sich kontinuierlich bewegenden Intensitätspeaks, I – Ionenstärke, L – Konturlänge von 
DNA, r – Länge des verlängerten DNA-Knäuels,  𝑟 𝐿x  – Länge des verlängerten DNA-Knäuels, vP – Geschwindigkeit 
aller Intensitätspeaks im Molekül. 
 
Die Bewegungsmodi von DNA-Verdichtungen sowohl mit einer stetigen Diffusion als auch Sprün-
gen von Intensitätspeaks wurden auch von der Gruppe um Cees Dekker entlang der mit magnetischer 
Pinzette getreckten DNA beobachtet (Abb. 6) [8]. Dabei wurden Plektonemen in die DNA durch eine 
Verdrillung induziert. Das ist ein grundlegender Unterschied zu den hier dargestellten Experimenten, 
während deren keine gezielte Verdrillung der DNA-Moleküle durchgeführt wurde.  
Die in Submikrokanälen beobachteten Dichtefluktuationen sind ein Widerspruch zur klassischen 
Theorie von de Gennes über nichtdurchdringende Sphären innerhalb eines gestreckten Polymerknäu-
els in einer geometrischen Einschränkung [13]. In der Zeit der Ausarbeitung dieser Theorie Ende 
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1970er war eine experimentelle Validierung noch nicht möglich. Die Annahme der nichtdurchdrin-
genden Sphären wurde auch durch andere experimentelle Arbeiten in Frage gestellt: Die theoreti-
schen Skalengesetze für Diffusionsvermögen und Relaxationsverhalten weichen von praktischen Be-
obachtungen ab [95]. Es muss jedoch beachtet werden, dass bei den in der vorliegenden Arbeit durch-
geführten Experimenten sowohl die Restströmung in den Kanälen als auch eventuell vorhandene Ad-
häsionskräfte Abweichungen von theoretischen Modellen darstellen. Kleine Adhäsionskräfte zwi-
schen DNA und Kanalwänden konnten in der vorgestellten Experimentieranordnung nicht ausge-
schlossen werden. Nur DNA-Moleküle, die deutlich an den Kanalwänden stetig oder temporär kleb-
ten, wurden für die Auswertung der Dichtefluktuationen ausgeschlossen. Deswegen ist das Ausmaß 
der Einwirkung dieser Kräfte auf die experimentellen Modelle unbekannt. 
 
4.5 Sonderfälle der Anwendung von DNA in Submikrokanälen 
 
4.5.1 Untersuchung teilplatinierter DNA in submikrofluidischen Kanälen 
 
Die Idee einer Metallisierung von DNA findet ihre Motivation in der Nanoelektronik. Die entwickelte 
Versuchsanordnung mit Submikrokanälen stellt eine potentielle Analyseplattform zur Charakterisie-
rung der so modifizierten Biopolymere dar. Für die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften 
teilmetallisierter DNA in einer zweidimensionalen Einschränkung kommen grundlegend zwei prin-
zipielle Strategien in Betracht: In-situ-Metallisierung gestreckter DNA in Kanälen und das Einführen 
zuvor metallisierter DNA in die Kanäle.  
Die erste Strategie bestand darin, eine Teilmetallisierung gestreckter DNA innerhalb eines Kanals in 
einer Pt-Lösung mit UV-Licht zu induzieren und gleichzeitig die durch die Metallisierung hervorge-
rufene Konformationsänderung zu beobachten. Jedoch wurde im Laufe der Überprüfung dieses An-
satzes festgestellt, dass der bisher verwendete Puffer in Kombination mit Mikroskopielicht reduzie-
rend wirkt. Es kam schon im sichtbaren Bereich (450-490 nm) zu einer groben homogenen Metalli-
sierung. Gezielt durchgeführte Ausschlussexperimente zeigten, dass Mercaptoethanol und Pluronic 
in Kombination mit Mikroskopielicht als starke Reduktionsmittel wirken (Abb. 60). Mercaptoethanol 
wurde stets als Antibleichmittel zum Puffer zugegeben. Pluronic wurde zur Oberflächenpassivierung 
von frisch hergestellten Mikrofluidikzellen verwendet, um eine unspezifische Adhäsion von DNA an 
Kanalwänden zu minimieren. Weiterhin hatte EDTA, steter Bestandteil der Experimentierpuffer, als 
ein effizienter sechszähniger Komplexbildner einen Einfluss auf die Metallisierung: Bei einer 
Pt-Konzentration kleiner als die EDTA-Konzentration (1 mM in 0,5x TAE-Puffer, siehe Anhang) 
wird die Fotoreduktion des Metalls vollständig unterdrückt.  
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Abbildung 60: Ausfällen von Pt-Partikeln aus einer wässrigen 1 mM-Pt(NO3)2-Lösung mit 1 Gew% Mercaptoethanol 
unter sichtbarem Mikroskopielicht. 
 
Wegen dieser störenden Effekte wurde alternativ die zweite Strategie getestet: Die Teilmetallisierung 
fluoreszenzmarkierter DNA in wässriger Lösung (Abb. 61) und das anschließende Überführen in den 
schon optimierten Puffer für Mikrofluidikexperimente. Die DNA wurde für diesen Ansatz mit dem 
Ziel fluoreszenzmarkiert, um sie und ihre aufgrund der Teilmetallisierung veränderten Eigenschaften 
im Fluoreszenzmikroskop beobachten zu können. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 61: TEM-Aufnahmen der 10 ng/µl λ-DNA mit YOYO-1 (1/5 bp) in 5 mM Pt(NO3)2 nach 5 min Reduktion 
mit 254 nm-UV (Energiedosis ca. 100 mJ/(s∙cm2)). 
 
Die Fotoreduktion von Pt(NO3)2- λ-DNA-Lösungen vollzog sich mit der UV-Belichtungszeit von 
unter einer Minute bei Raumtemperatur. Der verwendete Konzentrationsbereich des Metallsalzes um-
fasste 0,5–5 mM. Sowohl mit einer zunehmenden Pt-Konzentration als auch mit einer zunehmenden 
Reduktionszeit durch UV-Belichtung verringerte sich die Eigenfluoreszenz von Proben. Diese Be-
obachtung kann durch eine fortschreitende Bedeckung der fluoreszenzmarkierten DNA mit Metall-
clustern erklärt werden. Zusätzlich spielt bei einer verlängerten UV-Exposition das Ausbleichen des 
YOYO-1-Fluorophors eine Rolle. (Abb. 62)   
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Abbildung 62: Gelelektrophorese-Experiment zur Abhängigkeit der λ-DNA-Metallisierung von Pt-Konzentration und 
von der Reduktionszeit durch UV-Belichtung. 
 
Jedoch stellte sich die Metallisierung von λ-DNA in Pt(NO3)2-Lösung wiederum als problematisch 
dar, weil die Lösung in diesem Konzentrationsbereich einen niedrigen pH-Wert von ca. 3 aufwies. 
Das saure Milieu führte zu einer verstärkten Fragmentierung von λ-DNA. In Phosphat-Puffern der 
pH-Werte 6,5–8 erwies sich dagegen die Fotoreduktion von Pt(NO3)2 an DNA als ineffizient. Alter-
nativexperimente mit Fotoreduktion von K2PtCl4 anstatt Pt(NO3)2 an DNA in H2O zeigten keine fluo-
reszierenden Produkte. 
Insgesamt erwiesen sich die zwei getesteten Strategien der DNA-Metallisierung für die vorher opti-
mierten Experimentierbedingungen für eine DNA-Streckung in Kanälen als ungeeignet. Es müssen 
daher zukünftig neue Metallisierungsrouten oder Messbedingungen während der DNA-Streckung ge-
sucht und sukzessiv optimiert werden. 
 
4.5.2 Untersuchung von DNA-Metallnanopartikel-Konstrukten für eine kontrollierte 
Thermophorese 
 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde das komplexe Thema der laserinduzierten thermophoretischen 
Bewegung von Mikro- und Nanoschwimmern in erster Linie unter dem Aspekt der Morphologiecha-
rakterisierung dieser Konstrukte mit Transmissionselektronen- und in einem kleineren Ausmaß mit 
Rasterelektronenmikroskopie behandelt.  
Zuerst wurden Mikroschwimmer aus teilweise mit Gold beschichteten Polystylolpartikeln (Januspar-
tikeln) [79] und λ-DNA charakterisiert (Abb. 63A-B). Die TEM-basierten Morpholgieuntersuchun-
gen erlaubten den prinzipiellen Nachweis, dass sich die Hybridstrukturen wie geplant gebildet haben 
und gaben Auskunft über mögliche Abweichungen vom gewünschten Design. Beispielsweise zeigte 
sich, dass es immer eine Anzahl von Objekten gibt, wo mehr als ein DNA-Molekül an die Goldkappe 
des Januspartikels bindet, was aber die eigentlichen Schwimmerexperimente nicht stört. In diesen 
konnte nachgewiesen werden, dass das Anbringen der DNA dazu führt, dass die Bewegungsrichtung 
der Partikel über längere Zeiträume konstant gehalten werden konnte. Bei der Bewegung der Partikel 
wurde die Konformationsänderung des angebundenen DNA-Moleküls von knäuelformig auf linear 
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beobachtet, was zu einer Erhöhung der Rotationsrelaxationszeit und damit zur Stabilisierung der Par-
tikelbewegung führt. Nachfolgende Untersuchungen mit Cargopartikeln [A. Bregulla, F. Cichos, K. 
Günther, M. Mertig, unveröffentlichte Resultate, 2016] haben gezeigt, dass neben dem entropischen 
Strecken der DNA weitere Beiträge zur Stabilisierung geben muss, die vermuten lassen, dass DNA 
selbst thermophoretisch aktiv ist und einen positiven Soret-Koeffizienten aufweist.    
Der nächste Schritt war die Verkleinerung des Partikels und das Ersetzen des polystyrolbasierten 
Januspartikels durch ein reines Metallpartikel [80]. Dieses Konstrukt (Abb. 63C) stellt in erweiterten 
Sinne wieder ein Januskonstrukt dar, bei dem Polystyrol durch DNA ersetzt ist.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 63: A-B Konstrukte aus λ-DNA und Polystyrolpartikel mit teilweiser Goldbedampfung (Januspartikel),  
C λ-DNA-Goldsubmikropartikel-Konstrukte. Die DNA ist mit Uranylacetat kontrastiert. 
 
Im Weiteren wurde ein modulares Konzept für die Konstruktion von Nanoschwimmern diesen Typs 
entwickelt, wo neben einer Erweiterung der Palette der Goldnanopartikelmaße λ-DNA in den Kon-
strukten durch kontrolliert gefaltete Strukturen, durch DNA-Origami, ersetzt wurde (Abb. 64). Da 
die Origami-Technik erlaubt, DNA-Strukturen in verschiedener vorherbestimmter Geometrie zu fal-
ten, sind somit beide Komponenten maßgeschneidert veränderbar und die Herstellung von Schwim-
mern verschiedener Geometrie ist denkbar, wie in Abbildung 64 gezeigt wird. Durch das Entfallen 
des großen λ-DNA-Anteiles und damit eines entropischen Knäuels erhielt das Konstrukt eine einfa-
chere Geometrie. Weniger Systemparameter sind beherrschbarer für Initialexperimente. Die modu-
lare Bauweise aus unterschiedlich großen und unterschiedlich geformten DNA- und Metallparti-
kelanteilen im Konstrukt öffnet eine Bibliothek an Nano- und Mikroschwimmern mit vielfältigen 
Eigenschaften. Der Nachweis, dass diese auch geeignet sind für eine laserinduzierte Schwimmbewe-
gung konnte kürzlich gezeigt werden [R. Schachoff, A. Herms, K. Günther, M. Mertig, F. Cichos, 
unveröffentlichte Resultate, 2018]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse und Diskussion 
 73 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 64: Hybridkonstrukte aus Goldnanopartikeln unterschiedlicher Größe  mit A 400 nm langen, sogenannten 
Sechs-Helix-DNA-Origami-Bündeln (6HB), B 100 nm langen 24HB-Konstrukten, und C komplexem Zweibein-DNA-
Origami (zur näheren Beschreibung siehe [80]). Die DNA ist mit Uranylacetat kontrastiert.  
 
Die hier vorgestellten Arbeiten stellen eine wesentliche Voraussetzung für das Studieren des Trans-
portverhaltens dieser Objekte in submikrofluidischen Kanälen dar. Die realisierte Mikrofluidikka-
nalanordnung bietet perspektivisch durch die zweidimensionalen Einschränkungen eine effektive 
Richtungskontrolle für die Bewegung von thermophoretischen Schwimmern an. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
 
Beim dargestellten Dissertationsthema handelt es sich um ein interdisziplinäres Projekt, welches an 
der Kreuzung der drei klassischen naturwissenschaftlichen Gebiete und der ingeneurwissenschaftli-
chen Mikrostrukturierungs- sowie Aufbau- und Verbindungstechnik angesiedelt war. Im Laufe der 
Projektbearbeitung wurden die Herstellung von Submikrokanälen, die Experimentieranordnung und 
die Durchführung von Experimenten zur DNA-Streckung iterativ variiert und optimiert. Die Ergeb-
nisauswertung unter Einbeziehung von Vergleichen mit verwandten Publikationen wurde vorgenom-
men. 
Kanäle wurden mittels Softlithographie hergestellt. Diese Methode erlaubte die Abformung von Hun-
derten gleichartigen Repliken mithilfe von nur wenigen teuren, kommerziell hergestellten, Mas-
terstrukturen. Als Abformmaterial wurde zuerst das Hart-PDMS eingesetzt. Um die Flexibilität bei 
Anordnung, Maßen und Querschnittsform von Kanälen zu erhöhen, wurden einige Strukturen mit-
hilfe eines fokussierten Galliumionenstrahls geformt. Dafür wurden leitfähige Komposite von Hart-
PDMS mit inkorporierten Kohlenstoffnanoröhren oder einer aufgedampften Goldschicht geschaffen. 
Dieses Vorgehen mit einem fokussierten Ionenstrahl war jedoch nur für eine hierarchische Erweite-
rung abgeformter Repliken geeignet und wurde für die DNA-Experimente nicht weiterverfolgt. Zu-
dem zeigte sich im Verlauf von Mikrofluidikexperimenten eine Grenze der Formstabilität von Hart-
PDMS-Repliken. Während die Repliken mit Strukturhöhe von 375 nm beim Anbinden an Deckgläs-
chen formstabil blieben, kollabierten die 175-nm- und 100-nm-Repliken in Bereichen mit einem gro-
ßen Verhältnis von Strukturbreite zu Strukturtiefe. Die Kollapsproblematik wurde durch das Verwen-
den des anorganisch-organischen Hybridpolymers Ormostamp gelöst. Es gibt bisher wenige Publi-
kationen, die den Einsatz von Ormostamp für die Herstellung von Mikrokanälen beschreiben. In der 
vorliegenden Arbeit wurde die Herstellung einer Doppelschicht aus PDMS und Ormostamp für Mik-
rofluidikanwendungen entwickelt. Die hergestellten Strukturen konnten nur einmal effizient verwen-
det werden, weil es an den Oberflächen gebrauchter Mikrofluidikzellen zu einer Adhäsion von DNA 
kam. Dies war kein wesentlicher Nachteil, weil sich die Dauer der parallelen Herstellung von zwei 
frischen kompletten Ormostamp-Mikrofluidikzellen aufgrund der Verwendung des kostengünstigen 
Softlithographieprozesses auf zwei bis vier Stunden beschränkte. 
Es ist gelungen, die softlithographisch hergestellten Strukturen in eine Experimentieranordnung mit 
einem Fluoreszenzmikroskop und einer elektrischen Quellen- und Messeinheit zu integrieren. Die 
Fluoreszenzmarkierung und die Anordnung mit mehreren Submikrokanälen nebeneinander erlaubte 
die direkte Paralleldetektion individueller DNA-Moleküle unter einem Lichtmikroskop. Durch das 
elektrische Feld wurden die DNA-Moleküle in die Submikrokanäle transportiert. Dabei wechselten 
DNA-Moleküle ihre Konformation von einem ungeordneten Knäuel zu einer getreckten Konforma-
tion. Eine Pumpe wurde für die Erzeugung einer gezielten DNA-Bewegung nicht benötigt. Das Ent-
fallen dieses bei Mikrofluidikanwendungen geläufigen Gerätes vereinfachte die Experimentierano-
rdnung. Parallel zu den Experimenten mit DNA-Streckung wurden die aufgetretenen Probleme der 
Eigenfluoreszenz von Ormostamp, der unspezifischen Bindung und Fragmentierung von DNA sowie 
bei der elektrischen Kontaktierung zur Erzeugung eines homogenen elektrischen Feldes minimiert. 
Die einfache offene Bauweise der Mikrofluidikzelle bedeutete eine Flexibilität beim Testen von un-
terschiedlichen Materialien, brachte jedoch zwei Nachteile mit sich: eine Konzentrationsänderung 
der Probenlösungen infolge von Verdunstung und eine Strömung in Kanälen aufgrund unterschiedli-
cher Höhe gegenüberliegender Probentropfen. Die unterschiedliche Tropfenhöhe resultierte aus oft 
ungleicher hydrophoben Barrieren, die manuell angebracht wurden. Das Verwenden frischer Probe-
lösungen alle ca. 20 min wirkte dem ersten Nachteil entgegen. Die Strömung in Kanälen konnte durch 
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die Viskositätssteigerung der Probenlösungen durch die Zugabe des Verdickungsmittels Polyvi-
nylpyrrolidon aufgehoben werden. 
Wiederholte Messungen von DNA-Streckungen in Kanalbereichen mit unterschiedlichen Quer-
schnitten wurden vorgenommen. Die Zuordnung von beobachteten Molekülen zum jeweiligen Ka-
nalquerschnitt hat sich jedoch als eine große Herausforderung herausgestellt. Das Aufnahmefeld im 
Fluoreszenzmikroskop mit 80x80 µm2 war relativ klein. Dies erschwerte die genaue Orientierung auf 
den abgeformten Strukturen und damit das Zuordnen von einem Ereignis der DNA-Streckung zu 
einer Kanalposition eines bestimmten Querschnittes. Eine genaue obgleich kostspielige Lösung ist 
dafür ein Positioniertisch mit Mikrometerschrauben, die eine Orientierung in einer Mikrofluidikan-
ordnung mit der Genauigkeit von wenigen Mikrometern erlaubt. Als eine kostengünstige Alternative 
wurde eine Integration zurechtgeschnittener TEM-Netzchen in die Repliken realisiert. Die Netzchen-
maschen dienten aufgrund ihrer genau bekannten Abmessungen als ein Koordinatensystem während 
der Mikroskopie. 
Es ist gelungen, 28 DNA-Streckungsexperimente ohne offensichtliche Adhäsionseffekte in den Sub-
mikrokanälen aufzunehmen. Die erhaltene Statistik ist zwar ungenügend für eine Überprüfung oder 
Erweiterung von theoretischen Skalierungsgesetzen, dafür konnten aber intramolekulare Dichtefluk-
tuationen entlang teilgestreckter DNA-Moleküle beobachtet werden. Die Analyse der Dichtefluktua-
tionen am Beispiel von drei Molekülen unter unterschiedlicher Einschränkung erfolgte durch das 
Messen der Positionsänderung von Helligkeitspeaks innerhalb der Moleküle. Die Aufnahme, Analyse 
und Interpretation der Dichtefluktuationen entlang teilgestreckter DNA sind zugleich die wichtigsten 
erzielten Ergebnisse dieser Dissertation, weil sie das Verständnis der Polymerphysik in einer zweidi-
mensionalen Einschränkung auf eine anschauliche Weise erweitern. Es konnte ein Widerspruch zur 
klassischen Theorie nach de Gennes festgestellt werden. Nach der de Gennes Theorie ist die Diffusion 
eines Polymerabschnittes in den Bereich benachbarter Abschnitte in einer zweidimensionaler Ein-
schränkung sterisch gehindert. Genau dies wurde jedoch beobachtet. Es konnten Parallelen zu DNA-
Streckungsexperimenten mit magnetischer Pinzette gezogen werden. Die Charakterisierung von 
Dichtefluktuationen von restlichen 25 aufgenommenen gestreckten DNA-Molekülen würde das Ver-
ständnis über dieses Phänomen weiter verbessern. Zu einer Verwirklichung dieses Ausblicks ist je-
doch das Erstellen eines Computerprogramms zur Vermessung von Helligkeitspeaks essentiell. Die 
Routinemessungen der Dichtefluktuationen müssen automatisiert werden, nicht nur wegen des Zeit-
aufwandes sondern auch zum Minimieren der zufälligen Messungenauigkeit.  
Zusätzlich wurden Ansätze erforscht, die realisierte Mikrofluidikanordnung für das Studieren des 
Verhaltens teilmetallisierter DNA sowie thermophoretischer Schwimmer aus Metallpartikel und 
DNA einzusetzen. Für die Beobachtung der Streckung teilmetallisierter DNA wurden zwei Strategien 
verfolgt. Jedoch erwiesen sie sich für die optimierten Experimentieranordnung und Messbedingungen 
als ungeeignet. DNA-Metallpartikel-Konstrukte für thermophoretische Anwendungen wurden mit-
tels Elektronenmikroskopie charakterisiert. So wurde die Übereinstimmung von Design und tatsäch-
licher Struktur festgestellt. Es konnte eine modulare Bibliothek an Hybridstrukturen aus unterschied-
lich großen Goldnanopartikeln und DNA-Origami nachgewiesen werden. Der Ausblick dieser Cha-
rakterisierung ist die Untersuchung dieser Objekte in submikrofluidischen Kanälen, weil Kanalwände 
eine effektive geometrische Richtungskontrolle während eines Thermophoresevorganges darstellen. 
 
 
 
 
 
 76 
6. Anhang 
 
Pufferzusammensetzungen 
 
10x TAE-Puffers mit pH 8 
Komponente Konzentration (mM) Molekulargewicht (g/mol) Masse (g) pro Liter 
TRIS 400 121,14 48,456 
Eisessig 200 60,05 12,01 (=11,44 ml) 
EDTA 20 292,2 5,844 
 
Verdünnt auf 0,5x für Experimente und 2 Vol% Mercaptoethanol (1,114 g/cm3) zugegeben 
Komponente Konzentration (mM) 
TRIS 20 
Eisessig 10 
EDTA 1 
Mercaptoethanol 285 
 
10x Phosphatpuffer mit pH 8:  
Mischung aus 3,1 Vol% 66,7 mM KH2PO4 und 96,9 Vol% 66,7 mM Na2HPO4   
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